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RÉSUMÉ
 
Les protéines subissent progressivement des modifications post-traductionnelles non­
enzymatiques au cours du vieillissement ou dans certains états pathologiques. La 
protéine-L-isoaspartyl méthyltransférase (PIMT) est une enzyme qui reconnaît et répare 
les résidus anormaux L-isoaspartyl des protéines. Récemment, il a été démontré dans 
notre laboratoire que l'expression de la PIMT est stimulée par l'acide valproïque, un 
médicament anti-épileptique, via la voie de signalisation glycogènen-synthase-kinase-3 
(GSK-3)/~-caténine. Dans cette étude, afin d'acquérir de nouvelles informations sur les 
voies de signalisation activées par l'acide valproïque régulant le niveau d'expression de 
la PIMT, les cellules d'astrocytome U-87 MG et de neuroblastome SH-SY5Y ont été 
traitées avec le médicament pour étudier l'implication de la voie de l 'extracellular 
signal-regulated kinase (ERK) dans l'induction de la PIMT. Les résultats montrent que 
l'acide valproïque augmente la phosphorylation de ERKl/2 sur Thr2û2/Tyr2û4 et sur 
Thrl 85/Tyrl 87, respectivement. Des inhibiteurs pharmacologiques contre les kinases 
Src, c-Raf, MEKl/2 et ERKl/2 suppriment la phosphorylation de ERKl/2 stimulée par 
l'acide valproïque empêchant ainsi l'induction de la PIMT par le médicament. En outre, 
l'inhibition de MEKl/2 par Uûl26 bloque l'augmentation de la phosphorylation de 
RSK-l au niveau des résidus Thr359/Ser363 et de la phosphorylation de GSK-3~ sur la 
Ser9 ainsi que la stimulation de l'expression de RSK-l, de ~-caténine et de la PIMT 
suite au traitement avec l'acide valproïque. L'abolition de RSK-I par ARN interférant 
abroge l'induction de l'expression de RSK-l, de ~-caténine et de la PIMT ainsi que 
l'augmentation des niveaux de phosphorylation de RSK-I et de GSK-3{3 dépendants de 
l'acide valproïque. Ainsi, nos résultats démontrent que l'induction de l'expression de la 
PIMT par l'acide valproïque requiert l'activation de la voie de ERKl/2 incluant RSK-I 
qui est responsable de l'inactivation de GSK-3 et en occurrence, la stabilisation de la {3­
caténine. 
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1.1 Les méthyltransférases 
Dans une grande variété de types cellulaires allant des procaryotes aux eucaryotes, les 
modifications post-traductionnelles que subissent les protéines constituent un des 
éléments importants au cours de leur maturation. La méthylation est une modification 
post-traductionnelle catalysée par des méthyltransférases dépendantes de la S-adénosyl­
L-méthionine (AdoMet) , un donneur de groupements méthyles. L'ADN, l'ARN et les 
protéines constituent des substrats pour les méthyltransférases. Celles qui méthylent les 
protéines comprennent les protéine-N-méthyltransférases et les protéine-carboxyle­
méthy1transféra ses. 
Les protéine-N-méthyltransférases méthylent les groupements amllles de certains 
acides aminés dont les résidus arginines et lysines (Paik et Kim, 1990). La méthylation 
par ces enzymes est impliquée dans plusieurs fonctions dont la régulation de la 
transcription, les interactions entre les protéines, la signalisation cellulaire et la 
localisation intracellulaire de certaines protéines (Boisvert el al., 2003). Les protéine-N­
méthyltransférases modifient notamment les histones, les protéines ribonucléaires et les 
protéines basiques de la myéline (Boulanger el al., 2004). 
Les protéine-carboxyle-méthyltransférases catalysent des réactions de méthylation 
sur les groupements carboxyles libres des acides aminés. Il existe quatre groupes de 
protéine-carboxyle-méthyltransférases et elles sont classées en fonction de la nature du 
résidu modifié. La première classe comprend les L-glutamyl-méthyltransférases 
retrouvées seulement dans les bactéries. Elles jouent un rôle important pour la 
méthylation des résidus glutamates des protéines chimioréceptrices (Stock, 1990). La 
seconde catégorie comprend les L-isoaspartyl-méthyltransférases impliquées dans la 
méthylation des résidus L-isoaspartates anonnaux des protéines (Galletti el a!., 1995). 
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La troisième classe est composée des isoprényl-L-cystéine-méthyltransférases. Celles-ci 
se retrouvent exclusivement dans la membrane cellulaire et méthylent les résidus 
cystéines isoprénylés en position C-terminale des protéines (Gingras et al., 1994b). Cette 
réaction de méthylation est considérée comme une étape intermédiaire dans l'ancrage 
membranaire de protéines prénylées (Clarke, 1992). La quatrième classe, les protéine­
leucines-méthyltransférases, catalysent la méthylation du groupement a-carboxyle des 
résidus leucines C-terminaux de protéines cytosoliques (Xie et Clarke, 1994). Dans ce 
mémoire, la protéine-L-isoaspartyl-méthyltransférase (PIMT) appartenant à la seconde 
classe sera le sujet de ce travail. 
1.2 La protéine L-isoaspartyl méthyltransférase 
1.2.1 Historique 
En 1965, Axelrod et Daly découvrirent, dans des extraits hypophysaires, la PIMT et 
l'ont alors nommée «enzyme produisant du méthanol». Effectivement, lorsque l'AdoMet 
radioactive a été ajoutée aux extraits d'hypophyse, une production de méthanol 
radioactif fut observée, fournissant ainsi un mécanisme démontrant la production in vivo 
de méthanol. Néarunoins, l'implication de la méthylation des protéines comme étape 
intermédiaire dans le processus était toujours ignorée (Axelrod et Daly, 1965). Deux ans 
plus tard, le groupe de Liss rapportait que la méthylation de l'ovalbumine et de 
l'albumine de sérum humain était dépendante de l' AdoMet dans des tissus de rats (Liss 
et Edelstein, 1967; Liss et Maxam, 1967). Toutefois, ce n'est que dans une publication 
subséquente que l'équipe de Liss a établi que les produits volatils suite à la méthylation 
étaient du méthanol (Liss, Maxam et Cuprak, 1969), sans jamais faire de rapprochement 
avec les travaux d' Axelrod et de Daly. En 1970, le groupe de Kim et Paik rapporta la 
purification, à partir de thymus de rats, d'une enzyme de méthylation dépendante de 
l'AdoMet qu'ils nommèrent protéine-méthylase-II (Kim et Paik, 1970). Kim démontra 
également que la protéine-méthylase-II était aussi présente dans l'hypophyse et, une fois 
purifiée, elle correspondait à l'enzyme générant du méthanol (Kim, 1973). Cette 
méthylase II, était capable de modifier, avec différents degrés d'efficacité, une grande 
3 
variété de protéines tout en produisant du méthanol. Toutefois, ce n'est qu'en 1973 
qu'un consensus a été fondé associant ainsi l'enzyme étudiée par le groupe de Liss et la 
méthylase II de Kim et Paik à l'enzyme trouvée par Axelrod et Daly. De plus, en 1973, 
Morin et Liss découvrirent que l'hypophyse contenait une enzyme qui, sous des 
conditions alcalines, méthyle les groupements carboxyles des protéines et génèrent du 
méthanol (Morin et Liss, 1973). L'équipe de Diliberto et Axelrod démontrèrent 
l'existence d'une protéine-carboxyl-méthyltransférase dans 1'hypophyse qui méthyle 
plusieurs hormones de l'hypophyse antérieure et que celles-ci étaient des substrats deux 
fois plus efficaces que l'ovalbumine (Diliberto et Axelrod, 1974). 
Durant les dix années qui suivirent, plus d'une soixantaine d'articles portant sur les 
propriétés et les fonctions possibles de la protéine carboxyle méthyltransférase chez les 
eucaryotes ont été publiés. Certaines études ont suggéré un rôle pour cette protéine dans 
le relargage du contenu des vésicules, l'entreposage des hormones, la régulation de 
l'activité de la calmoduline et de la chimiotaxie des leucocytes (Clarke, 1985; Barten et 
Q'Dea, 1990). En effet, il a été démontré en 1975 que la carboxyl-méthylation des 
protéines membranaires des bactéries pouvait jouer un rôle dans la régulation de la 
réponse chimiotactique (Kort et al., 1975). Cependant, les progrès sur la protéine 
carboxyle méthyltransférase ont été ralentis par plusieurs obstacles. Les années passèrent 
sans que quiconque ne parvienne à identifier clairement les fonctions de cette protéine. 
D'une part, la méthylation catalysée par cette enzyme était sous-stoechiométrique. En 
plus, les groupements méthyl-esters formés étaient très instables et ne résistaient pas aux 
conditions alcalines habituelles d'électrophorèse. Toutefois, en 1984 on trouva une 
explication à ces problèmes. Lors de ses études sur l'hormone adrénocorticotrope 
(ACTH), un des meilleurs substrats de la protéine carboxyle méthyltransférase, Aswad 
démontra que le groupement a-carboxyle libre d'un lien L-isoaspartyl était un excellent 
site de méthylation pour cette enzyme à laquelle il attribua donc le nom de protéine L­
isoaspartyl méthyltransférase (Aswad, 1984). Par la suite, Murray et Clarke 
démontrèrent qu'un intermédiaire imide cyclique se formait lors de la réaction et que 
l'hydrolyse de ce dernier entraînait la formation d'un mélange de liens a-aspartyls et (3­
aspartyls. De plus, ils démontrèrent que la PIMT méthylait sélectivement les résidus L­
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isoaspartates de l'adénocorticotropine désamidée (Murray et Clarke, 1984). Également, 
en tenant compte de la configuration optique (L ou D) de ces groupements, quatre 
structures différentes furent observées, soit L- ex, L-{3, D-et et D- {3. Ces quatre variants 
furent soumis à une méthylation par la PIMT et seul le variant L-isoaspartate (L- (3) était 
un substrat efficace pour l'enzyme. Ces découvertes ont donc permis d'expliquer 
l'instabilité et la faible stoechiométrie de la réaction de méthylation par la PIMT 
observée dans les études antérieures, car le groupement méthyl-ester formé sur un L­
isoaspartate est fortement susceptible à la cyclisation et à l'hydrolyse. Les années 
passèrent et l 'hypothèse que la PIMT soit responsable de la réparation des résidus 
aspartates endommagés dans les protéines s'étendit en popularité et fut le sujet de 
nombreuses publications. 
1.2.2 Caractéristiques 
La PIMT est une enzyme ubiquitaire d'environ 24500 daltons qui a été identifiée 
chez plusieurs organismes comme les bactéries, les plantes, les champignons et les 
mammifères (Barten et O'Dea, 1990). Plusieurs études depuis sa découverte ont permis 
de caractériser cette protéine. En plus de se retrouver dans quatre des cinq règnes du 
monde vivant, la PIMT est exprimée dans de nombreux tissus. Chez les mammifères, la 
PIMT est exprimée dans tous les tissus. Par contre, c'est dans le cerveau que son 
expression est la plus élevée, suivi des testicules et du coeur (Diliberto et Axelrod, 1976; 
Boivin, Bilodeau et Béliveau, 1995). Par ailleurs, la PIMT a pu être purifiée dans 
d'autres organes tels que le thymus (Kim, 1973) et le rein (Gingras, Ménard et Béliveau, 
1991) ainsi que dans les érythrocytes (Kim, Choi et Jun, 1983). Un fractionnement 
biochimique de plusieurs organes a permis d'observer que la PIMT est exprimée 
particulièrement dans le cytosol (Diliberto et Axelrod, 1976). Cependant, quelques 
études ont démontrées l'existence d'une forme membranaire de la PIMT dans le cerveau, 
le rein, les testicules et les érythrocytes (Saido, Toyoshima et Osawa, 1987; Sellinger et 
Kramer, 1988; Boivin, Gingras et Béliveau, 1993). Également, il a été démontré que 
dans le cerveau d'embryons de rats, l'expression de la PIMT augmente linéairement lors 
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de la maturation de cet organe. De plus, il a été démontré, par immunohistochimie, que 
la PIMT est fortement exprimée au niveau des neurones (Shirasawa et al., 1995). 
Deux isofonnes majeures de la PIMT ont été identifiées et caractérisées dans 
plusieurs tissus de mammifères dont le cerveau de bœuf (Aswad et Deight, 1983) et les 
érythrocytes humains. Chez l 'humain, il existe deux isofonnes de la PIMT, désignées 
isofonnes de type l et de type II en raison de leur ordre d'élution lors d'une 
chromatographie par échange anionique. Ces deux isoformes se retrouvent également 
dans des tissus d'autres espèces incluant le lapin, le rat, la souris et le cheval (Ota, 
Gilbert et Clarke, 1988). L'isofonne l possède 226 acides aminés ainsi qu'une séquence 
-RWK (arginine-tryptophane-Iysine) en région C-terminale. Pour sa part, l'isofonne II 
possède 227 acides aminés et se termine par la séquence -RDEL (arginine-aspartate­
glutamate-leucine) (MacLaren, Kagan et Clarke, 1992). De ce fait, la différence entre les 
séquences entraîne des points isoélectriques différents, plus précisément 6,6 pour 
l'isoforme l et 5,5 pour l'isoforme II (Ota, Gilbert et Clarke, 1988). La présence des 
deux isofonnes de la PIMT est en effet le résultat d'un épissage alternatif d'un seul gène 
situé sur le chromosome 6 (MacLaren, Kagan et Clarke, 1992). Par ailleurs, la séquence 
tenninale -RDEL de l'isoforme II s'apparente fortement au signal de rétention dans le 
réticulum endoplasmique, qui est KDEL. De plus, il est proposé que cette isoforme 
pourrait avoir une fonction réparatrice dans le réticulum endoplasmique ou dans d'autres 
compartiments cellulaires (Potter et al., 1992). Néanmoins, aucune activité de 
méthylation par la PIMT n'a été rapportée comme étant présente de manière 
significative au niveau du réticulum endoplasmique. L'expression des isofonnes l et II 
peut varier d'un tissu à l'autre mais le ratio semble généralement se situer entre 2:1 et 
3:2 respectivement dans la plupart des tissus de mammifères (Aswad, 1995). Même si 
ces deux isofonnes se distinguent par quelques caractéristiques, aucune fonction 
distincte ne leur a été associée jusqu'à présent. Il semblerait qu'il existe une troisième 
isoforme de la PIMT beaucoup moins abondante que les deux formes majeures avec un 
point isoélectrique se situant à mi-chemin entre les deux isoformes précédentes 
(MacLaren, Kagan et Clarke, 1992). De plus, l'analyse des sites d'épissage dans la 
séquence du gène de la PIMT prédit une séquence de 224 acides aminés se terminant par 
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les résidus -SR (sérine-arginine). Toutefois, cette troisième isoforme étant mOins 
abondante, il existe peu d'informations sur celle-ci et elle n'a pas encore été purifiée ni 
bien caractérisée (MacLaren, Kagan et Clarke, 1992). 
Le gène qui code pour la PIMT chez l'humain, composé de 8 exons séparés de 7 
introns, est situé sur le chromosome 6 dans la région q24-25 et occupe 60 kb. La 
séquence du gène dans la région 5' non transcrite révèle la présence de certains éléments 
potentiels de réponses incluant les motifs ARE (antioxydant response element), XRE 
(xenobiotic response element), CRE (cyclic AM? response element) et ERE (estrogen 
response element) (DeVry, Tsai et Clarke, 1996). De plus, il existe des variations 
alléliques dans le gène de la PIMT suggérant ainsi la présence de plusieurs sites 
polymorphiques sur le gène PIMT, ce qui lui procure une certaine diversité (Ingrosso et 
al., 1989; MacLaren, Kagan et Clarke, 1992; Tsai et Clarke, 1994). Ce polymorphisme 
se trouve à la surface d'une poche hydrophobe située à l'opposé du site actif sur l'acide 
aminé 119 (Clarke, 2003). Ce dernier peut subir une substitution de base en troisième 
position ce qui résulte en un résidu isoleucine (Ile) ou valine (Val) (Tsai et Clarke, 
1994). Des études ont montré une activité spécifique plus élevée et une meilleure 
thermostabilité pour la forme Ile-119 alors que la forme Val-119 possède une meilleure 
affinité pour les protéines endommagées (David et al., 1997; DeVry et Clarke, 1999). 
1.2.3 Formation des résidus aspartates anormaux 
Dans la plupa11 des organismes vivants, les protéines et les peptides peuvent être 
assujettis à diverses modifications post-traductionnelles spontanées dommageables lors 
du vieillissement normal. D'ailleurs, ces différentes modifications entraînent 
normalement un changement conformationnel qui peut provoquer une altération néfaste 
pour la fonction de la protéine (Robinson et Robinson, 2004). La désamination des 
asparagines et l'isomérisation des acides aspartiques sont de bons exemples de 
modifications non enzymatiques qui affectent les fonctions des protéines, en formant des 
résidus L-isoaspartates anormaux (figure l.l). Effectivement, lors du vieillissement, la 
formation de résidus aspartates anormaux, tels que L-isoaspartates, est considérée 
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Figure 1.1 Mécanismes de formation de résidus isoaspartates provenant des acides 
aminés asparagines ou aspartates des protéines (Tirée de Aswad, Paranandi et Schurter, 
2000). 
Ces évènements sont très fréquents et surviennent spontanément à l'intérieur des 
cellules. Toutefois, des facteurs comme la température, le pH environnant, la structure et 
le temps de demi-vie de la protéine peuvent influencer ces processus. Lors de la réaction, 
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il Y a fonnation d'un intennédiaire imide cyclique nommé succinimide. Ce dernier est 
très instable et subit une hydrolyse spontanée en quelques heures ce qui produit un 
mélange contenant 70-85% de résidus anonnaux L-isoaspartates, dans lesquels le lien 
peptidique est formé par le groupement carboxyle de la chaîne latérale de l'acide aminé 
au lieu du groupement a-carboxyle, et 15-30% de résidus L-aspartates normaux 
(Reissner et Aswad, 2003). Néanmoins, les résidus L-isoaspartates sont fonnés de façon 
préférentielle à cause de l'asymétrie de la structure du succinimide. De plus, ce 
processus est également accompagné d'une lente racémisation de l'intermédiaire 
succinimide engendrant de faibles quantités de résidus D-aspartates et D-isoaspartates. 
Donc, la fonnation de résidus D-aspa':1ates peut être négligée par rapport à la formation 
de résidus L-isoaspartates. Également, une série de réactions similaires peut survenir 
pour les résidus glutamines et glutamates. Cependant, ces réactions se produisent à des 
vitesses extrêmement lentes dans les protéines par rapport à la formation d'isoaspartates 
puisque l'intermédiaire cyclique est beaucoup plus difficile à former (Wright, 1991). En 
plus, il existe d'autres facteurs qui favorisent la fonnation des résidus L-isoaspartates. 
En effet, les résidus aspartates ou asparagines d'une protéine ne sont pas tous 
susceptibles d'être modifiés par la formation d'isoaspartates. Des études de 
vieillissement in vitro mimant des conditions physiologiques (pH 7,4 et 37°C) avec une 
grande variété de protéines et de peptides ont pennis d'établir certaines généralités sur la 
fonnation de ces résidus aspartates anonnaux. D'une part, la structure primaire de la 
protéine joue aussi un rôle primordial dans le processus de désamidation. Premièrement, 
les résidus L-isoaspartates sont fonnés dans des séquences où l'acide aminé qui suit 
immédiatement (N+ 1) est petit, hydrophile et ne possédant pas de chaîne latérale 
encombrante (Johnson et Aswad, 1995). En effet, il a été démontré qu'une glycine en 
position N+ 1 provoque la fonnation de résidus L-isoaspartates 70 à 100 fois plus 
rapidement que des acides aminés possédant une chaîne latérale hydrophobe et ramifiée 
(Brennan et Clarke, 1995). Il y aurait donc une relation directe entre la grosseur de la 
chaîne latérale de l'acide aminé en position N+ 1 et la vitesse de formation de 
l'intennédiaire succinimide. Ainsi, les acides aminés favorables à la formation 
d'isoaspartates sont la glycine, la sérine et l'histidine. Ces derniers accélèrent la 
déprotonation de l'azote du lien peptidique favorisant l'attaque nucléophilique de la 
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chaîne latérale de l'aspartate ou de l'asparagine entraînant ainsi la formation de 
l'intermédiaire succinimide (Reissner et Aswad, 2003). Cette étape est donc l'étape 
limitante du processus de formation des résidus L-isoaspartates. De plus, des études ont 
démontré que l'acide aminé précédant l' aspartate ou l'asparagine n'influence pas la 
vitesse de formation des isoaspartates (BrelU1an et Clarke, 1995). Outre la séquence 
locale en acides aminés, les structures secondai.res et tertiaires de la protéine affectent 
grandement la formation d'isoaspartates. En effet, la formation de résidus aspartates 
anormaux survient préférentiellement. dans des régions hautement flexibles de la 
protéine, favorisant ainsi la cyclisation et la formation de l'intermédiaire succinimide 
(Chazin et Kossiakoff, 1995). Aussi, tel que mentiolli1é précédemment, d'autres facteurs 
tels que la température, le pH et la force ionique peuvent influencer la formation 
d'isoaspartates dans les protéines (Brelli1an et Clarke, 1995). En effet, à des températures 
élevées, la chaîne polypeptidique est dénaturée entraînant une conformation plus 
détendue et favorisant la formation du succinimide et donc la formation d'isoaspartates. 
Aussi, à des pH basiques, la déprotonation de l'azote du lien peptidique est augmentée 
ce qui accélère également la formation de résidus isoaspartates. 
Certaines conditions de stress ont également été rapportées pour induire la formation 
de résidus aspartates anormaux dans les cellules. Effectivement, lorsque des cellules 
HeLa en culture sont soumises à un choc thermique à 42°C, une augmentation marquée 
du nombre de résidus L-isoaspartates est observée (Ladino et a 'Colli1or, 1992). De plus, 
l'exposition d'érythrocytes humains à des agents induisant un stress oxydatif tels que le 
t-butyl hydroperoxyde (t-BHP) ou le peroxyde d'hydrogène induisent l'accumulation 
d'isoaspartates dans les protéines membranaires des érythrocytes (Ingrosso el al., 2000). 
La présence d'agents antioxydants tels que l'acide ascorbique ou l' a-tocophérol prévient 
cette accumulation indiquant la spécificité du phénomène (Ingrosso el al., 2000). Le 
stress hypotonique est également connu pour induire la formation d'isoaspartates dans 
les protéines membranaires des érythrocytes (Ingrosso et al., 1995). Récemment, une 
autre équipe a aussi montré que les rayons ultraviolets A (UVA), sources importantes 
d'espèces réactives de l'oxygène (ROS), induisent fortement la formation d'isoaspartates 
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dans des cellules de mélanome humain, et ce à des doses similaires aux rayonnements du 
soleil (D'Angelo et al., 2001). 





par la PIMT 
l>-bmAsp 
Figure 1.2 Configuration des résidus aspartates reconnus ou non par la PIMT (Tirée de 
Clarke, 2003). 
La formation spontanée de résidus L-isoaspartates n'est pas néfaste pour la cellule, 
c'est plutôt l'accumulation au cours du vieillissement de ces protéines endommagées qui 
peut avoir des conséquences importantes au niveau de leur structure et de leur fonction 
biologique. C'est notamment le cas dans certaines maladies dont l'Alzheimer (Clarke, 
2003). Dès lors, la PIMT grâce à ses propriétés de méthylation des résidus L­
isoaspartates, joue un rôle crucial dans la réparation des protéines endommagées 
porteuses de résidus aspartates anormaux dans la cellule. En effet, la PIMT a la capacité 
de reconnaître et de réparer les résidus L-isoaspartates et D-aspartates. La formation de 
résidus L-isoaspartates et L-aspartates est engendrée suite à la désamination des 
asparagines et l'isomérisation des aspartates, mais cette réaction produit également de 
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faibles quantités de résidus D-aspartates et D-isoaspartates. La PIMT possède une forte 
affinité pour les résidus L-isoaspartates, elle reconnaît les résidus D-aspartates avec une 
affinité de 700 à 10 000 fois moindre que les résidus L-isoaspartates (Lowenson et 
Clarke, 1992). L'efficacité de méthylation de ces résidus est alors très faible et presque 
négligeable par rapport aux L-isoaspartates. En plus, les résidus L-aspa11ates et D­
isoaspartates ne font pas partie des substrats de la PIMT (figure 1.2). Cette spécificité de 
réparation de la PIMT est due à l'orientation de l'atome d'azote, qui se trouve en avant­
plan et qui empêche la PLMT de se fixer sur les résidus L-aspartates et D-isoaspa11ates 
(Clarke, 2003). 
0yAdoMet AdoHcy ~ ~ .J. N 
PIMT 'N (O'CH3'N~7 
L-ISoAsp °° L-isoAsp-OMe ~% ~MeOH 




Figure 1.3 Mécanisme de réparation des protéines par la PIMT (Tirée de Young et al, 
2005). 
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La réparation des résidus L-isoaspartates par la PIMT se fait par le transfert d'un 
groupement méthyle, provenant de l'AdoMet, sur les résidus carboxyles des protéines 
endommagées. (Lindner et Helliger, 2001). Il y a alors formation d'un groupement 
méthyl-ester sur la protéine ciblée et libération de S-adénosyl-L-homocystéine (SAR), 
qui peut agir comme inhibiteur compétitif de la réaction de méthylation. Le groupement 
méthyl-ester de la protéine va par la suite s'hydrolyser spontanément et ainsi libérer du 
méthanol et former un intermédiaire succinimide qui se convertira à son tour en résidu 
aspartate ou L-isoaspartate. L'hydrolyse non enzymatique du succinimide engendre 
environ 30% de résidus aspartates «réparés» et 70% de résidus L-isoaspaltates «non 
réparés» (Gingras et al., 1994b). Toutefois, le cycle de réparation peut survenir plusieurs 
fois, assurant une réparation presque complète des protéines endommagées (figure 1.3). 
L'activité de la PIMT est donc essentielle afin de maintenir un niveau très bas de 
protéines isomérisées anormales dans les cellules. 
La réparation des résidus L-isoaspartates in vitro a d'ailleurs été démontrée à l'aide 
de nombreux peptides synthétiques contenant des isoaspartates ainsi que plusieurs 
protéines vieillies in vitro. Ainsi, des études ont mis en évidence que la PIMT est 
capable de rétablir l'activité d'une protéine endommagée par la présence d'isoaspartates. 
C'est le cas de la calmoduline. Des études ont montré que la calmoduline perd 82% de sa 
capacité à activer un de ses effecteurs, la protéine kinase dépendante du calcium et de la 
calmoduline (Johnson, Freitag et Aswad, 1985). Toutefois, lorsqu'incubée avec la PIMT 
et l' AdoMet pendant 72 heures, la calmoduline retrouve 68% de sa capacité à activer la 
protéine kinase effectrice (Johnson, Langmack et Aswad, 1987). 
13 '
 
Figure 1.4 Vue d'ensemble de la structure cristalline de la PIMT humaine (Tirée de 
Ryttersgaard et al., 2005). 
La structure cristalline de la PIMT humaine (figure lA) (Ryttersgaard et al., 2002; 
Smith et al., 2002), de bactéries thermophiles (Ski nner et al., 2000; Griffith et al., 2001) 
de même que de la drosophile (Bennett et al., 2003) a été élucidée récemment ce qui a 
permis de mieux comprendre son mécanisme catalytique. Une de ses particularités est la 
localisation du site de liaison de l'AdoMet dans une poche profonde enfouie à l'intérieur 
de la PIMT. Ceci suggère que l'une des étapes Iimitantes de la réaction enzymatique est 
la liaison de l' AdoMet à son site puis le relâchement de l' AdoHey de cet espace 
restreint. Ainsi, l' AdoMet est le premier substrat à lier l'enzyme et l'AdoHcy est le 
dernier produit à la quitter. 
Les études ont également permis de déterminer la présence de deux acides aminés 
chargés négativement à l'intérieur de la PIMT dans le site de liaison de l'AdoMet et 
conservés d'une espèce à l'autre. Chez 1'humain, ces résidus sont Asp-83 et Asp- 109 et 
sont essentiels pour la liaison de l' AdoMet. Ainsi, la chaîne latérale du groupement 
carboxyle du résidu Asp-83 interagit avec le groupement amine du carbone-a de 
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l'AdoMet, alors que la chaîne latérale du résidu Asp-109 fonne des ponts hydrogènes 
avec les groupements hydroxyles du ribose (Kindrachuk et al., 2003). La liaison du 
substrat L-isoaspartate semble impliquer des liens hydrogènes avec une sérine à 
proximité de l'AdoMet (Bennett, et al., 2003). La PIMT de mammifère possède un Km 
pour les peptides possédant un L-isoaspartate d'environ 0,5 à 10 /lM et son Vmax est de 
15 à 30 nmol/min/mg à 37°C (Jolmson et Aswad, 1995). Ainsi, 1 à 3 minutes sont 
nécessaires pour que chaque molécule de PIMT catalyse le transfert d'un groupement 
méthyle (Aswad, 1995). 
1.2.5 Rôles et implications biologiques de la PIMT 
Une accumulation importante de résidus aspartates anonnaux dans les protéines peut 
grandement altérer leur structure et leur fonction biologique. Ainsi, la présence de 
protéines endommagées dans certains tissus peut amener des conséquences 
pathologiques importantes comme c'est le cas dans la maladie d'Alzheimer. 
Effectivement, des études sur l'implication de la PIMT dans la maladie d'Alzheimer ont 
déjà été effectuées. D'une part, la maladie d'Alzheimer est un désordre neurodégénératif 
caractérisé par l'accumulation extracellulaire de plaques séniles dans les régions 
corticales du cerveau et dans la paroi des vaisseaux sanguins cérébraux (Mann, 1985). 
Ces plaques sont composées principalement du peptide t)-amyloïde provenant de la 
protéolyse de la protéine APP (amyloid precursor protein). Suite au clivage de la 
protéine APP, le peptide amyloïde-bêta, composé de 40 ou 42 acides aminés, subit 
plusieurs modifications post-traductionnelles incluant la formation d'isoaspartates 
(Shimizu et al., 2000). Une de ces études a effectivement démontré que les résidus 
aspartates, aux positions 1 et 7, des peptides t)-amyloïdes, étaient transformés en L­
isoaspartates, D-isoaspartates et D-aspartates, dans des cerveaux atteints de la maladie 
d'Alzheimer (Roher et al, 1993). De plus,. le groupe de Shimuzu (2005) a démontré une 
augmentation de la fonnation de résidus L-isoaspartates dans les peptides t)-amyloïdes, 
impliqués dans la maladie d'Alzheimer. Ils ont étudié l'isomérisation des résidus en 
position 7 et 23 et en sont arrivés à la conclusion que les résidus isomérisés en position 
23 augmentaient fortement l'agrégation des peptides dans les plaques séniles. Une autre 
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caractéristique de la maladie d'Alzheimer est la formation de plaques neurofibrillaires 
(PNF) dans les neurones du cortex cérébral (Mann, 1985). Les PNF sont des structures 
fibrillaires insolubles retrouvées dans le cytosol des neurones atteints et elles sont 
composées de filaments hélicaux pairés (FHP). Ces derniers sont formés majoritairement 
des protéines tau et ubiquitine. Des études ont démontré récemment par spectrométrie de 
masse que la protéine tau isolée de cerveaux de patients atteints de la maladie 
d'Alzheimer possédait des résidus L-isoaspartates aux positions Asp-193, Asn-38l et 
Asp-387 par rapport aux cerveaux sains (Watanabe, Takio et Thara, 1999; Shimizu et al., 
2000). De plus, la présence de ces résidus aspartates anormaux dans la protéine tau 
entraînait son oligomérisation et donc la formation de FHP insolubles. Ainsi, il est 
possible que l'accumulation d'isoaspartates dans la protéine tau du cerveau humain 
puisse être impliquée dans la formation des PNF et le développement de la maladie 
d'Alzheimer (Watanabe, Takio et Thara, 1999). De plus, des études 
d'immunohistochimie ont montré que la PIMT était plus fortement exprimée dans les 
neurones des régions affectées du cerveau et que cette dernière était principalement 
localisée au niveau des PNF (Shimizu et al., 2000). Cependant, le rôle exact de cette 
surexpression de la PIMT n'est pas connu. 
Par ailleurs, un des rôles physiologiques de la PIMT a récemment été révélé grâce à 
des souris déficientes en PIMT (PIMT/.). Des études ont démontré que ces souris 
présentent une forte accumulation de résidus isoaspartates dans la fraction cytosolique 
du cœur, du foie, des érythrocytes et plus particulièrement dans le cerveau où neuf fois 
plus d'isoaspartates sont observés lorsque comparés aux souris normales (Kim et al., 
1997; Yamamoto, Takagi et Kitamura, 1998). De ce fait, ces souris PIMT/. démontrent 
un retard de croissance significatif et succombent suite à des convulsions épileptiques 
fatales entre 22 et 60 jours après la naissance (Kim et al., 1997, 1999; Yamamoto, 
Takagi et Kitamura, 1998). Également, il fut observé que les neurones pyramidaux du 
cortex cérébral des souris PIMT/. possèdent des dendrites déformés ainsi que des 
microtubules désorganisés par rapport aux souris normales (Yamamoto, Takagi et 
Kitamura, 1998). Ces premières études démontrent donc que la réparation des protéines 
possédant des résidus L-isoaspartates par la PIMT dans le cerveau est essentielle au bon 
16 
fonctionnement du système nerveux central et à la croissance normale des souris. Par la 
suite, il a été démontré que les souris PIMT/- présentent une neurotransmission aberrante 
dans les synapses de la région CA3 de l'hippocampe par rapport aux souris normales 
(Ikegaya et a!., 2001). De plus, des études en microscopie électronique ont révélé une 
distribution anormale des vésicules synaptiques et une dégénérescence des vacuoles des 
axones des neurones de la région CA3 de l'hippocampe des souris PIMT/- (lkegaya et 
a!., 2001). Cette étude démontre que cette région du cerveau est particulièrement 
vulnérable à la présence d'isoaspartates et confirme l'importance du système de 
réparation dépendante de la PIMT pour son bon fonctionnement. Par la suite, une autre 
étude a rapporté que dans les souris PIMT/-, des niveaux plus élevés d'AdoMet et plus 
faibles d'AdoHcy sont mesurés dans le cerveau par rapport aux souris normales (Farrar 
et Clarke, 2002). De plus, ces niveaux semblent être altérés plus significativement dans 
la région de l'hippocampe. Ainsi, un ratio AdoMet/AdoHcy anormal dans le cerveau 
pourrait être impliqué dans l'altération de l'état d'excitation neuronale et jouer un rôle 
dans le développement de l'épilepsie chez les souris PIMT/-. 
Pour poursUivre l'étude sur le rôle physiologique de la PIMT, des souns 
transgéniques possédant le gène PIMT sous le contrôle d'un promoteur spécifique aux 
neurones ont été produites. En exprimant la PIMT, ces dernières évitent ainsi les crises 
d'épilepsie (Shimizu et al, 2002) et peuvent même vivre jusqu'à 5 fois plus longtemps 
que des souris non traitées (Lowenson et al, 2001). D'autres études ont développé des 
souris transgéniques, mais cette fois-ci, en utilisant les gènes codant pour les isoformes 1 
et II de la PIMT séparément, ceux-ci étant sous le contrôle du promoteur de la protéine 
prion et permettant une expression ubiquitaire dans tous les types cellulaires du système 
nerveux des souris (Shimizu et a!., 2002) .. Ainsi, la présence de l'une ou l'autre des 
isoformes prévient complètement les convulsions épileptiques ainsi que le retard de 
croissance des souris PIMT/- et répare les isoaspartates accumulés dans le cerveau 
(Shimizu et al., 2002). Il est donc suggéré que les deux isoformes possèdent les mêmes 
propriétés biologiques et les mêmes substrats intracellulaires. La perte de la PIMT dans 
les cellules autres que les neurones peut être possiblement critique au développement des 
symptômes épileptiques (Shimizu et a!., 2002). 
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La pertinence physiologique de la réparation des protéines endonunagées par des 
résidus L-isoaspartates par la PIMT a donc été établie grâce à l'utilisation de souris 
déficientes en PIMT (PIMT/-). Ces études ont démontré que les souris PIMT/­
accumulaient une forte quantité de résidus aspartates anormaux dans leur cerveau et 
qu'elles mourraient prématurément suite à des convulsions épileptiques fatales (Kim et 
al., 1997, 1999; Yamamoto, Takagi et Kitamura, 1998) et ont soulevé l'hypothèse selon 
laquelle la PIMT serait essentielle au maintien du bon fonctionnement du système 
nerveux central, particulièrement au niveau de l'hippocampe, et qu'une déficience en 
PIMT induirait l'épilepsie chez la souris. En occurrence, une autre étude provenant de 
notre laboratoire a démontré que l'expression réduite de la PIMT dans des hippocampes 
d'humains atteints d'épilepsie était associée à l'accumulation de résidus L-isoaspartates 
dans différentes protéines, dont la tubuline (Lanthier et al, 2002). 
1.2.6 Régulation de la PIMT 
Il ne fait donc aucun doute que la PIMT occupe une place prépondérante dans le 
maintien fonctionnel des systèmes biologiques. Les données chez l'homme et la souris 
soulignent l'importance d'analyser les mécanismes moléculaires qui régulent 
l'expression de la PIMT dans les tissus du cerveau. Bien que son mécanisme d'action 
soit aujourd'hui bien élucidé et que de nombreuses études aient démontré son rôle dans 
plusieurs maladies, peu d'études ont analysé les mécanismes contrôlant l'expression de 
la PIMT en dépit de plusieurs résultats démontrant sa dérégulation dans plusieurs 
neuropathologies. 
Toutefois, de récents travaux dans notre laboratoire ont signalé que l'inhibition de 
l'expression de la PIMT par ARN interférant dans des cellules gliales traitées avec un 
dérivé de l'arsenic, l'oxide de phény1arsine, augmente la production d'espèces réactives 
de l'oxygène suggérant que la PIMT pourrait agir conune une protéine antioxydante 
(Fanélus et Desrosiers, 2008). De plus, nous avons récemment noté des similitudes entre 
les fonctions de la PIMT dans le développement du cerveau (Kim et al., 1997; 
Yamamoto, Takagi et Kitamura, 1998) et les principales protéines impliquées dans la 
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voie de signalisation de Wnt tels que GSK-3 et la ~-caténine (Lee et a!., 2000; Brault et 
a!., 2001; Spittaels et a!., 2002). Comme PIMT, la voie de signalisation de Wnt est 
critique pour le développement du cerveau. Il a d'ailleurs été démontré qu'il y avait 
absence de développement de l'hippocampe chez des souris déficientes en Wnt-3a, (Lee 
et a!., 2000). Une autre étude a montré que la surexpression de GSK-3{J, qui est inhibée 
lorsque la voie de Wnt est activée, conduit à une réduction de la taille du cerveau chez la 
souris (Spittaels et al., 2002). En plus, l'inactivation du gène de la {J-caténine qui est une 
protéine clé dans la voie de signalisation Wnt, donne lieu à des malformations au niveau 
du cerveau ainsi qu'une absence de développement cranio-facial (Brault et al., 2001). 
Également, il semblerait que la {J-caténine soit impliquée dans l'épilepsie. En fait, les 
souris mutantes avec une délétion de {J-caténine présentent des malformations au niveau 
de la structure de l'hippocampe et sont plus susceptibles aux convulsions induites avec 
le penthyltétrazole, un convulsivant du système nerveux central (Campos, Du et Li, 
2004). De plus, la voie de signalisation de Wnt, par l'intermédiaire de GSK-3, est 
également impliquée dans la plasticité synaptique, la survie cellulaire, et les rythmes 
circadiens, qui sont tous impliqués dans les troubles bipolaires (Gould et Manji, 2002). 
Ces observations suggèrent que la voie de GSK-3/{J-caténine pourrait réguler 
l'expression de la PIMT. 
En accord avec cette suggestion, les récents travaux de notre laboratoire ont démontré 
que l'expression de la PIMT, dans les cellules d'astrocytomes humain U-87 MG, est 
induite par deux stabilisateurs de l'humeur: le lithium, qui est couramment utilisé pour 
traiter le trouble bipolaire, et l'acide valproïque, un anticonvulsivant utilisé 
principalement pour le traitement de l'épilepsie mais aussi pour contrôler les troubles 
bipolaires. Le lithium est maintenant connu pour inhiber directement GSK-3 et mimer 
l'activation de la voie de signalisation Wnt (Stambolic, Ruel et Woogett, 1996). De plus, 
l'acide valproïque est un inhibiteur indirect de GSK-3. Donc, l'induction de l'expression 
de la PIMT par ces médicaments dépend de l'augmentation de la phosphorylation 
provoquant l'inactivation de GSK-3 et, par conséquent, de la stabilisation de ~-caténine 
(Lamarre et Desrosiers, 2008). 
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1.3 L'acide valproïque 
1.3.1 Historique et propriétés 
o 
OH 
Figure 1.5 Structure chimique de l'acide valproïque. 
L'acide valproïque est un médicament qui malgré sa structure chimique simple (acide 
2-propylpentanoïque) (figure 1.5) possède de multiples effets thérapeutiques. L'acide 
valproïque a été découvert, par hasard, et est maintenant largement reconnu dans le 
traitement de plusieurs neuropathologies et désordres psychiatriques. C'est un chimiste 
américain (Burton) qui a été le premier à synthétiser l'acide valproïque comme solvant 
organique en 1882 (Burton, 1882). C'est un liquide clair, de couleur jaune pâle à 
température pièce et soluble dans les solvants organiques et dans l'eau (sous forme de 
sel de sodium). Son nom générique (acide valproïque) est dérivé du nom descriptif, 
l'acide 2-propylvalérique (Henry, 2003). L'acide valproïque a fréquenunent été utilisé 
comme solvant organique avant que ses propriétés thérapeutiques furent établies en 1962 
par une équipe française. Il fût alors employé pour solubiliser d'autres composés 
(dérivés khelline) qui étaient testés pour leur activité anticonvulsivante potentielle 
(Meunier et al., 2003). Meunier et ses collègues ont éprouvé quelques difficultés à 
solubiliser certains dérivés dans l'eau ou dans des solvants organiques communs. Ils ont 
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alors utilisé l'acide valproïque comme solvant pour finalement observer une activité 
anticonvulsivante pour tous les composés testés et pour toutes les doses. Les premiers 
essais cliniques pour les gens souffrant d'épilepsie utilisant l'acide valproïque sous sa 
forme de sel de sodium, valproate, ont été effectués en France en 1964 (Lebreton et al., 
1964). Il est ensuite commercialisé en France en 1967, en Grande-Bretagne en 1973 et 
approuvé par la US Food and Drug Administration en 1978. Il fut, pour plusieurs 
décennies qui ont suivi, le seul anticonvulsivant sur le marché. 
L'acide valproïque est maintenant commercialisé dans plus de cent pays et est 
l'anticonvulsiant de premier plan le plus largement prescrit. Son large spectre d'activité 
pelmet, à ce jour, de traiter plusieurs types de crises d'épilepsie généralisées et partielles 
chez l'enfant et chez l'adulte (Perucca, 2003). De plus, cet anticonvulsivant est aussi 
prescrit pour traiter les gens souffrant de troubles bipolaires. Il est d'ailleurs 
recommandé par plusieurs sociétés nationales et internationales de psychiatrie et de 
phannacologie comme médicament de premier plan pour le traitement des désordres 
bipolaires (Fountoulakis et al., 2005). 
1.3.2 Cibles d'action 
Même si l'acide valproïque est prescrit depuis près de 50 ans pour traiter les gens 
souffrant d'épilepsie et aussi depuis quelques années comme régulateur de l'humeur, le 
ou les mécanismes d'action qui sont responsables de l'effet thérapeutique du 
médicament demeurent toujours mal compris. Toutefois, depuis quelques années, 
plusieurs études ont pennis de mieux identifier certaines cibles d'action du médicament, 
mais ces cibles sont multiples, ce qui rend difficile la compréhension des phénomènes 
thérapeutiques autant pour l'épilepsie que pour les troubles bipolaires. 
1.3.2.1 Neurotransmission 
Il a été démontré que l'acide valproïque augmente le ruveau cérébral d'acide y­
aminobutyrique (GABA) , un neurotransmetteur qui inhibe la transmission synaptique, 
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probablement en inhibant la succinate semialdéhyde-déhydrogénase. Conséquemment, 
l'inhibition de cette enzyme augmente le niveau de succinate semialdéhyde, un 
métabolite qUi inhibe l'enzyme GABA-transaminase et donc prévient ainsi le 
catabolisme de GABA (Johannessen, 2000). L'inhibition de la neurotransmission 
GABAergique peut provoquer des convulsions, ce qui explique en partie pourquoi la 
potentialisation de l'activité GABAergique favorise l'effet anticonvulsivant de l'acide 
valproïque (Léisher, 1989). 
De plus, plusieurs évidences suggèrent que l'effet anticonvulsivant de l'acide 
valproïque se traduit aussi par l'inhibition des canaux sodiques dépendants du voltage 
(Johannessen, 2000). En effet, des études ont démontré que l'acide valproïque retarde la 
réactivation des canaux sodiques inactifs ainsi que la conductance sodique dans des 
neurones d'hippocampe en culture (Van den Berg, Kok et Vosuyl, 1993). Également, 
une administration chronique d'acide valproïque provoque une augmentation de 
l'ARNm des canaux sodiques ce qui pourrait refléter un mécanisme compensatoire pour 
l'inhibition des canaux sodiques (Tunnicliff, 1999). 
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1.3.2.2 HDACs 
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Figure 1.6 L'acide valproïque est un inhibiteur direct des HDACs. L'acétylation des 
histones est régulée par les histone-acétyltransférases (HAC) et les histone-désacétylases 
(HDACs). L'acétylation des histones active généralement la transcription génétique en 
favorisant l'interaction des facteurs de transcription (TF) avec le promoteur des gènes 
(Tirée de Quiroz et al., 2004). 
D'un autre côté, plusieurs travaux ont démontré que l'acide valproïque inhibe 
fortement les HDACs (figure 1.6). En effet, plusieurs des effets au niveau génomique de 
l'acide valproïque proviennent de sa capacité à inhiber les HDACs (Phiel et al., 2001). 
Le nucléosome, l'unité de base de la clu'omatine, comprend quatre paires d'histones 
(H2A, H2B, H3 et H4). Les résidus lysines sur la queue C-terminale de ces protéines 
contrôlent le degré d' emoulement de l'ADN et donc l'accessibilité à la machinerie 
transcriptionnel1e. Une augmentation de l'acétylation de ces lysines par les histone­
acétyltransférases provoque une relaxation de l'ADN favorisant l'activité 
transcriptionnelle et inversement, une hypoacétylation engendrée par les HDACs résulte 
en l'arrêt de transcription (Newton et Duman, 2006). Il a d'ailleurs été démontré que 
l'acétylation des histones est un mécanisme régulateur important qui peut contrôler 
environ 2% de la transcription génétique (Van Lint, Emiliani et Verdin, 1996). 
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Les HDACs peuvent être catégorisées en trois classes: l, II et III. L'acide valproïque 
inhibe les HDACs de classe 1 (HDACs 1-3) et II (HDACs 4,5 et 7) (Phiel el al., 2001) 
ce qui engendre principalement l'augmentation des niveaux d'acétylation des histones 
H3 et H4 (Hoffmann el al., 2000). Contrairement à d'autres inhibiteurs des HDACs 
comme le trichostatin A (TSA), l'acide valproïque n'inhibe pas l'activité des HDACs 6 
et IOde classe II ce qui laisse croire que l'acide valproïque est un inhibiteur plus sélectif. 
Les mécanismes d'inhibition de l'acide valproïque diffèrent pour les deux classes des 
HDACs. En effet, l'acide valproïque inhibe l'activité catalytique des HDACs de classe l, 
mais induit plutôt une dégradation protéosomale pour les HDACs de classe II (Kramer et 
al., 2003). 
1.3.2.3 GSK-3 et la voie Wnt/~-caténine 
Figure 1.7 Représentation schématique de la voie de Wnt (Tirée de Radtke et Raj, 
2003). 
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L'acide valproïque est également impliqué dans la régulation de la voie de Wnt via 
son action au niveau de GSK-3. Les Wnts sont une famille de ligands extracellulaires qui 
sont riches en cystéines, sécrétés et glycosylés et qui influencent grandement le 
développement embryonnaire, la croissance cellulaire, la différenciation, la polarisation 
et la migration. Lorsque les Wnts lient leurs co-récepteurs membranaires, Frizzled et 
LRP 5 ou 6, il Ya augmentation du niveau de phosphorylation de l'enzyme GSK-3 qui 
devient inactive et ne peut plus phosphoryler la protéine {3-caténine. La {3-caténine est 
stabilisée et s'accumule donc dans le cytosol, puis migre au noyau pour lier la famille de 
facteurs de transcription Tcf (T cell factor)/Lef (lymphoid-enhancer factor) et active la 
transcription de gènes cibles dépendants de Wnt (Blaheta et Cinatl Jr., 2002) (figure 1.7). 
GSK-3 joue donc un rôle majeur dans cette voie puisque lorsqu'elle est active, elle 
phospboryle la {3-caténine. Lorsque {3-caténine est phosphorylée, elle est dégradée au 
niveau du protéasome et la transcription de gènes ciblés par cette voie ne peut plus être 
activée (Doble et Woodgett, 2003). Il a été démontré que l'inhibition de GSK-3 protège 
les neurones de l'apoptose (Hetman et al., 2000). De plus, comme le lithium, l'acide 
valproïque inhibe les deux isoformes de GSK-3, mais particulièrement GSK-3{3. Des 
études similaires faites par le même groupe ont démontré que l'acide valproïque 
augmentait considérablement le niveau de {3-caténïne cytosolique et nucléaire dans les 
cellules de neuroblastomes SH-SY5Y suite à l'inhibition de GSK-3{3 (Chen et al., 1999). 
1.3.2.4 Voie de ERK 
Les cellules reconnaissent et répondent aux signaux extracellulaires par la mise en jeu 
de programmes intracellulaires spécifiques tels que les cascades de signalisation qui 
conduisent à l'activation des mitogen activated protein kinases (MAPK). Le cycle des 
MAPK varie entre un état inactif non phosphorylé et un état actif phosphorylé sur un 
résidu thréonine et un résidu tyrosine. La voie des MAPK constitue l'une des voies 
principales de transmission des signaux de prolifération apportés par les facteurs de 
. croissance. Cette voie, après activation des récepteurs, implique par l'intermédiaire de 
protéines adaptatrices l'activation d'une protéine Ras à l'oligine de la cascade des 
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activités de phosphorylation : Raf (MAP kinase kinase kinase), Mek (MAP kinase kinase) 
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Figure 1.8 Résumé de la cascade de signalisation RasIRaflMEK/ERK (Tirée de Chang 
et al., 2003). 
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Le principal rôle de la voie de ERK est de supporter les processus de neurogénèse, de 
survie neuronale et de plasticité synaptique dans le cerveau de mammifères adultes 
(Chen et Manji, 2006). Toutefois, lorsque cette voie de signalisation est atteinte, on 
observe chez l'animal une altération de son comportement ressemblant fortement à un 
désordre de l'humeur et l'animal répond bien aux thérapies employées pour traiter ce 
type de désordre (Einat, 2003). Par conséquent, ces résultats suggèrent que cette voie de 
signalisation majeure peut être régulée par l'acide valproïque. 
Au cours des dernières années, il a largement été démontré que l'acide valproïque 
active la voie de ERK. Dans les cellules en culture, cette activation requiert les 
composants en amont de cette voie, c'est-à-dire Ras, Raf et la MEK et augmente ainsi le 
niveau de phosporylation de ERK1I2 (Yuan et al., 2001). À son tour, lorsque ERK est 
activée, elle peut alors activer le facteur de transcription Elk-l et celui-ci peut favoriser 
l'expression de c-Fos (Johnson et al., 1997). De plus, la protéine growth cone-associated 
protein (GAP-43), qui est très importante dans le maintien de la plasticité neuronale 
(Yuan et al., 2001), est une autre cible reliée à l'activation de la voie de ERK par l'acide 
valproïque. In vivo, il a également été démontré que l'acide valproïqe augmente les 
niveaux de Bcl-2 dans le cortex frontal chez le rat (Chen et al., 1999) ce qui pourrait être 
causé par l'activation de la voie de ERK. En plus, d'autres études montrent que dans le 
cerveau de rat, l'activation de ERK1I2 par l'acide valproïque augmente 
significativement les niveaux d'expression du facteur brain-derived neurotrophicfactor 
(BDNF), une cible connue pour la voie de ERK, dans l'hippocampe et le cortex frontal 
du rat (Hao et al., 2004). Également, des études in vitro et in vivo ont démontré que 
l'inhibition de MEK prévient le processus de croissance neuronale induit par l'acide 
valproïque (Yuan et al., 2001; Hao et al., 2004). En plus, il a aussi été démontré que 
l'acide valproïque, par l'activation de la voie de ERK, stimule l'activation de la 90 kDa 
ribosomal 56 kinase 1 (RSK-l) (Einat et al., 2003; Hao et al., 2004). 
Les RSKs constituent une famille d'effecteurs de sérine/thréonine kinases 
transmettant les signaux de transduction en aval de la cascade des MAP kinases. En 
effet, les RSKs sont activées par ERK, souvent en réponse à des facteurs de croissance, 
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des neurotransmetteurs, des chimiokines ou d'autres stimuli. Chez les mammifères, 
quatre gènes codent pour les différents isoformes de RSK (RSKI-RSK4). De plus, la 
famille des RSKs est ubiquitinairement exprimée dans les types cellulaires. Toutefois, il 
y a peu d'informations sur les fonctions cellulaires de chacune des isoformes. Des 
orthologues de RSK ont également été décelés dans D. melanogaster et C. elegans, mais 
pas dans les plantes et les levures. 
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Figure 1.9 Structure des différents domaines des isoformes de la protéine RSK (Tirée 
de Hauge et Frodin, 2006). 
RSK contient deux domaines kinases distincts et fonctionnels qui sont connectés par 
un domaine de liaison d'environ 100 acides aminés (Jones et al., 1988). Le domaine 
kinase N-terminal (NTK) appartient à la famille des kinases AGC et est responsable de 
la phosphorylation de substrats exogènes et est aussi impliqué dans des évènements 
d'autophosphorylation régulant l'interaction ERK-RSK. Le domaine kinase C-terminal 
(CTK) appartient à la famille des kinases Ca++/calmoduline-dependantes (CamK) et sa 
seule fonction connue est celle d'activer le domaine NTK via l'autophosphorylation de 






Figure 1.10 Mécanisme d'activation de la protéine RSK (Tirée de Hauge et Frodin, 
2006). 
Le mécanisme d'activation de RSK implique une cascade de phosphorylation au 
niveau de quatre si tes régulateurs de la protéine (Dolby et al., 1998) (Figures 1.9 et 
1.10). D'une part, ERK lie le site de liaison de ERK, aussi appelé domaine D, au niveau 
de la terminaison C-terminal et phosphoryle le domaine de liaison sur la Ser369 ainsi 
que la Thr577 au niveau de la boucle d'activation du CTK. La phosphorylation du résidu 
Thr577 active CTK ce qui induit la phosphorylation de la Ser386 qui est localisée dans 
le motif hydrophobique de résidus aromatiques du domaine de liaison. La 
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phosphorylation de la Ser386 génère un site d'amarrage qui pennet le recrutement de la 
protéine 3-phosphoinositide-dependent-protein kinase 1 (PDK 1) stimulant son activation 
et phosphoryle le NTK sur la Ser227 dans la boucle d'activation (Frodin et al., 2002). 
Suite à la dissociation de PDK 1, le résidu Ser386 phosphorylé lie un site de liaison 
phosphate dans le NTK, ce qui empêche les résidus aromatiques du motif hydrophobique 
de lier et de stabiliser à proximité, la pochette hydrophobique fonnée par une a C-helix. 
Cette a C-helix coopère avec le résidu Ser227 dans la boucle d'activation stabilisant le 
NTK dans sa confonnation active (Frodin et al., 2000). D'un autre côté, l'inactivation de 
RSK implique la phosphorylation du résidu Ser737 ce qui diminue l'affinité de ERK 
pour RSK et aide à prévenir la réactivation de RSK après la déphosphorylation du site 
activé (Roux et al., 2004). 
RSK est un des effecteurs multifonctionnels de la voie de ERK qui participent à la 
régulation de divers processus cellulaires tels la signalisation nucléaire, la progression du 
cycle cellulaire, la prolifération cellulaire, la synthèse de protéines et la survie cellulaire. 
L'intéraction ERK- RSK entraîne donc la régulation de plusieurs protéines, notamment, 
Bad, Fos, SOS, ERa et GSK-3. En effet, RSK phosphoryle et inhibe GSK-3 au niveau 
du résidus Ser9 in vitro (Sutherland, Leighton et Cohen, 1993). De plus, plusieurs autres 
travaux démontrent la contribution de la voie MEKJERK/RSK dans l'inhibition de GSK­
3. Par exemple, l'inhibition de GSK-3 par le traitement des cellules HeLa au phorbol 
ester est augmentée par l'expression ectopique de RSK 1 (Stambolic et Woodgett, 1994). 
Dans les fibroblastes Nlli 3T3, la suppression de GSK-3 induite par l'epidermal growth 
factor (EGF) est inhibée par l'expression d'un mutant dominant négatif de MEK lequel, 
en l'occurrence, inhibe RSK (Eldar-Finkelman, 1995). Dans les cellules PCI2, 
l'inhibition de GSK-3 par EGF et nerve growth factor (NGF) est bloquée par l'inhibiteur 
de MEK, le PD98059 (Kleijn et Proud, 2000). Finalement, RSK est impliquée dans la 
régulation de l'activité de GSK-3 et la stabilisation de la (3-caténine dans des embryons 
de Xenopus (Torres et al. 1999). 
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lA Objectifs de la recherche 
De par sa capacité à réparer les protéines endommagées, la PIMT occupe une place 
importante au sein des cellules, particulièrement au niveau du cerveau. Cela a par 
ailleurs été démontré par de nombreuses études analysant son implication dans plusieurs 
maladies neurologiques. Bien que son mécanisme d'action soit aujourd'hui clairement 
établi, les voies de signalisation pouvant réguler l'expression et l'activité de la PIMT ne 
sont encore que très peu connues. Il est essentiel de connaître la base de la régulation de 
cette protéine afin de mieux comprendre son rôle dans la cellule puis éventuellement 
d'identifier des cibles thérapeutiques, que ce soit pour le cancer, l'épilepsie ou 
l'Alzheimer. C'est pourquoi notre étude s'est attardée sur le lien qui pouvait exister entre 
la PIMT et la voie de ERK. Des recherches précédentes, effectuées par notre laboratoire, 
sur le lien entre la protéine GSK-3 et la PIMT ont permis d'identifier une modulation de 
l'expression de la PIMT en présence de lithium ou d'acide valproïque, des inhibiteurs de 
GSK-3. Notre étude s'est donc effectuée sur des cellules cancéreuses de cerveau humain, 
des glioblastomes U-87 et des neuroblastomes SH-SY5Y, qui présentent une forte 
concentration en PIMT. Le traitement de ces cellules avec différents inhibiteurs 
pharmacologiques et génétiques de la voie de ERK a démontré que l'augmentation de 
l'expression de la PIMT induite par l'acide valproïque est bloquée par ces inhibiteurs et 
ces observations démontrent que l'augmentation de l'expression de la PIMT par l'acide 
valproïque est associée à la cascade de signalisation ERKJRSK-lIGSK-3. 
CHAPITRE II 
MATÉRIELS ET MÉTHODES 
2.1 Matériels 
Les lignées cellulaires d'astrocytome U-87MG et de neuroblastome SH-SYSY ont été 
obtenues de l'American Type Culture Collection (Manassas, Virginie, États-Unis). L'acide 
valproïque provient de Sigma Aldrich (Oakville, ON, Canada). Src Kinase Inhibitor l, 
ZM336372, U0126 et ERK activation Peptide inhibiteur l proviennent de Calbiochem (San 
Diego, CA, États-Unis). Le Delta-Sleep-Inducing peptide (DSIP-isoD), un peptide 
synthétique pOitant un résidu L-isoaspartyl dans sa séquence, provient de Calbiochem. S­
adénosyl-L-homocystéine (AdoHcy) et S-adénosyl-L-méthionine (AdoMet) ont été obtenus 
de Sigma. [3H]AdoMet provient de Dupont-New England Nuclear (Boston, MA, États-Unis). 
Le siRNA contre RSK-l et le siRNA témoin négatif ont été achetés de Qiagen (Valencia, 
CA, États-Unis). Le siRNA contrôle (la fluorescéine conjugué)-A est de Santa Cruz 
biotechnologie (Santa Cruz, CA, États-Unis). La lipofectamine 2000 utilisée pour transfecter 
les cellules a été obtenue d'Invitrogen (Burlington, ON, Canada). Un anticorps polyclonal 
contre la PIMT a été produit par l'Institut de recherche en biotechnologie (Montréal, QC, 
Canada) tel que décrit (Lanthier et Desrosiers, 2004). L'anticorps a-tubuline est de Santa 
Cruz Biotechnology. Les anticorps monoclonaux reconnaissant phospho-ERK-I 
(Thr202/Tyr204) et phospho-ERK-2 (ThrI8Stryr187), ERK1I2, phospho-RSK-l 
(Thr3S9/Ser363), RSKI et {J-caténine ont été obtenus de Cell Signaling Technology (Beverly, 
MA, États-Unis). L'anticorps phospho-GSK-3~ (Ser9) provient de Biovision (Mountain 
View, CA, États-Unis). L'anticorps monoclonal contre GSK-3 est de Calbiochem (San 
Diego, CA, États-Unis). Les anticorps secondaires anti-lapin et anti-souris ont été acquis de 
Jackson Immunoresearch Laboratories (West Grove, PA, États-Unis). 
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2.2 Méthodes 
2.2.1 Culture cellulaire 
La lignée cellulaire d'astrocytome U-87MG a été cultivée dans du milieu modified 
Eagle 's medium (MEM) (Wisent, St-Bruno, QC, Canada) complétée avec 1 mM de 
pyruvate de sodium et 10% de sérum bovin (BS). La lignée cellulaire de neuroblastome 
SH-SYSYa été maintenue dans du milieu D-MEM/F-12 (Invitrogen) complétée avec 1 
mM pyruvate de sodium et 10% de sérum bovin fœtal (FBS). 
2.2.2 Traitements des cellules avec différents inhibiteurs 
Les cellules ont été cultivées dans une atmosphère humidifiée de S% de CO2 à 37°C. 
Les cellules U-87 MG (Sa 000 cellules / puits) et les SH-SYSY (200 000 cellules / puits) 
ont été ensemencées dans des plaques de 6 puits (34,8 mm de diamètre) et cultivées 
pendant 48 h dans un milieu de culture contenant du sérum. Les cellules ont ensuite été 
traitées avec l'acide valproïque, la carbamazépine (CBZ) et les inhibiteurs 
pharmacologiques durant 24 h comme décrit dans les légendes de figures. Lorsqu'il est 
utilisé comme véhicule, la concentration finale de DMSO a été maintenue à 0,1% (v / v). 
Après le temps d'incubation approprié, les cellules ont été lysées et l'expression de leurs 
protéines a été vérifiée par immunobuvardage de type Western. 
2.2.3 Transfection des cellules avec un siRNA contre RSK-l 
Les cellules U-87MG et les SH-SYSY ont été ensemencées dans des plaques de 6 
puits à raison de sa 000 et 200 000 cellules par puits respectivement, et incubées dans un 
milieu MEM avec sérum pendant 24 heures. Par la suite, le milieu de culture est 
remplacé par du milieu MEM avec sérum frais pour 1 h et les cellules sont mises en 
présence d'une solution contenant du milieu MEM sans sérum, un agent de transfection 
(lipofectamine 2000) avec ou sans le siRNA contre RSK-l de manière à obtenir une 
concentration finale de 20 nM. Le traitement avec siRNA a été de 48 heures. Par la suite 
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les cellules ont été lysées et l'expression de RSK-I en présence du siRNA a été vérifiée 
par immunobuvardage de type Western. 
Avant de traiter les cellules avec le siRNA, des mélanges avec les différents siRNA 
contre RSK-I ou siRNA contrôle négatif ou de siRNA contrôle (fluorescéine 
conjuguée)-A et de lipofectamine 2000 ont été préparés comme suit: 20 ILg/ml de 
lipofectamine 2000 ont été mélangés avec les siRNA dans le milieu de culture sans 
sérum à température pièce pendant 45 min. Les cellules ont ensuite été incubées avec ces 
mélanges dans un milieu de culture frais avec sérum pendant 48 h à 37°C. 
2.2.4 Lyse cellulaire 
Après les traitements, les cellules ont été lavées avec de la solution phosphate saline 
tampormée (PBS) froide (4°C). Ensuite, les cellules ont été lysées sur la glace pendant 
30 min dans le tampon RIPA (50 mM Tris-HCl pH 7,5,150 mM NaCI, 0,1% SDS, 1% 
Nonidet P - 40, 0,5% deoxycholate) contenant 1 mM fluorure de sodium (NaF), 1 mM 
de vanadate de sodium (Na3V04) et un cocktail d'inhibiteurs de protéases. Les lysats 
cellulaires ont été clarifiés par centrifugation à 10 000 g pour 10 minutes. 
2.2.5 Électrophorèse SDS-PAGE et immunobuvardage de type western 
Les protéines contenues dans les différents échantillons ont été dosées par la méthode 
de micro-BCA de Pierce (Rockford, IL, États-Unis). Par la suite, 15 /lg de protéines ont 
été prélevées et mélangées avec un tampon d'échantillon pour électrophorèse (62,5 mM 
TrislHCl pH 6,8, 10% glycérol, 2 % SDS, 5% (J-mercaptoéthanol et 0,00625% bleu de 
bromophénol) puis chauffées à 100°C pendant 4 minutes. Les échantillons ainsi préparés 
ont ensuite été déposés sur gels de polyacrylamide selon la méthode de Laemmli (1970). 
Les gels de séparation utilisés contenaient 12,5% (p/v) d'acrylamide et 0,3 % (p/v) de 
N,N-méthylène-bis-acrylamide, 0,375 M de TrislHCl à pH 8,8, 0,1 % (v/v) de SDS, 0,5 
/lllmi de N,N,N' ,N-tétraméthylènediamine (TEMED) et 0,5 mg/ml de persulfate 
d'ammonium (APS). Les gels d'entassement contenaient 3,8% (p/v) d'acrylamide et 
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0,1% (p/v) de N,N- méthylène-bis-acrylamide, 0,125 M de Tris/HC1 pH 6,8, 0,1% (v/v) 
de SDS, 1 fll/ml de TEMED et 0,5 mg/ml d'APS. La migration des protéines s'est 
effectuée à 120 volts pendant 30 minutes et s'est poursuivie à 170 volts jusqu'à ce que le 
bleu de bromophénol sorte du gel. 
Suite à l'électrophorèse, les protéines ont été transférées sur une membrane de 
polyvinylidène difluorure (PVDF) ayant une porosité de 0,45 flm. Les transferts ont été 
effectués à 80 mA pour chaque gel pendant 1 heure dans un tampon de transfert (96 mM 
glycine, la mM Tris et 10% méthanol). Les membranes ont ensuite été incubées à 
température pièce pendant 1 heure dans un tampon de blocage Tris salin (TBS) (150 mM 
NaCI et 20 mM Tris/HCI pH 7,5) contenant 0,1 % de Tween-20 et 5% de lait en poudre. 
2.2.6 Immunodétection des protéines 
Après le blocage des sites de liaisons non spécifiques, les membranes ont subi trois 
lavages successifs de 15 minutes dans un tampon TBS contenant 0,3% de Tween-20. Par 
la suite, les membranes ont été incubées à 4°C pendant toute la nuit en présence de 
l'anticorps primaire approprié. Les anticorps ont été dilués dans un tampon TBS 
contenant 0,1 % de Tween-20 et 3% d'albumine de sérum bovin (BSA) sauf pour 
l'anticorps contre la PIMT. Les dilutions dd'antocorps étaient les suivantes: PIMT 
1 :200 000, GSK-3 a/(3 1 :1000, phosphoGSK-3(3 1 :1000, (3-caténine 1: 1 000, (X­
tubuline 1 :1000, phospho-ERK-I 1 :1000, ERK1I2 1 :1 000, phospho-RSK-II :1000 et 
RSK-II :1 000. Par la su ite, les membranes ont de nouveau subi trois lavages successifs 
de 15 minutes dans un tampon TBS contenant 0,3% de Tween-20 puis ont été incubées 
pendant 1 heure à température pièce en présence des anticorps secondaires couplés à la 
peroxydase et dilués 1 :2500 dans un tampon TBS contenant 0,1% de Tween-20 et 5% 
de lait en poudre. Suivant cette incubation, les membranes de PVDF ont été mises en 
présence d'une solution permettant d'obtenir un signal de chimioluminescence (ECL) 
pendant une minute puis, elles ont été exposées sur des films Fuji pour la détection des 
protéines d'intérêt. L'analyse de l'intensité relative des différentes protéines détectées 
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sur les autoradiogrammes a été effectuée à l'aide d'un logiciel de densitométrie intégré à 
un système d'imagerie numérique. 
2.2.7 Activité méthyltransférase 
Les lysats cellulaires ont été dosés pour l'essai de l'activité carboxylméthyltransférase 
de la PlMT. Le test a été effectué dans un milieu contenant 50!J.g de protéines, 100 mM 
Hepes-Tris pH 7.0, 50 flM (2 flCi) [3H]AdoMet and 1 mM DSIP-isoD comme substrat 
dans un volume final de 30 flL. La réaction méthyltransférase a été effectuée à 37°C 
pendant 60 min. Puis, 5 mM d'AdoHcy ont été ajoutés pour anêter la réaction. 
L'incorporation de la radioactivité dans le peptide DSIP-isoD a été mesurée en 
hydrolysant les groupements méthyl ester en en utilisant la méthode phase vapeur en 
équilibre décrite précédemment (Lanthier et al., 2002). 
2.2.8 Analyses statistiques 
Les analyses densitométriques des protéines immunodétectées ont été réalisées avec 
un scanner Epson 3490 (Epson Canada Ltée, Toronto, ON, Canada) et avec le 
programme TotalLab (Dynamique non linéaire, Durham, NC, États-Unis). Les résultats 
sont représentatifs d'au moins trois expériences et les données sont présentées comme la 
moyenne ± SD. Les analyses statistiques ont été réalisées en utilisant le «Student 's t­
test» lorsqu'un groupe a été comparé avec le groupe témoin. La comparaison statistique 
de trois groupes ou plus a été obtenue en utilisant le one-way analysis of variance 
(ANOVA) suivie par le BonJerroni test. Toutes les analyses statistiques ont été obtenues 
en utilisant le logiciel GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, San Diego, CA, États­
Unis). Seulement des différences significatives (p <0,05) sont indiquées sur les figures. 
CHAPITRE III 
RÉSULTATS 
3.1	 Cinétique de l'expression de la PIMT en présence d'une concentration 
thérapeutique d'acide valproïque 
Récemment, des travaux dans notre laboratoire ont démontré que des traitements avec 
des concentrations thérapeutiques de lithium et d'acide valproïque, deux médicaments 
utilisés pour traiter les troubles de l'humeur, augmentent les niveaux de PIMT dans les 
cellules d'astrocytome humain U-87 MG (Lamarre et Desrosiers, 2008). Les 
concentrations thérapeutiques d'acide valproïque utilisées pour traiter l'épilepsie varient 
entre 0,6 et 1 mM (Li et al., 2005). Nous avons donc étudié l'expression de la PIMT 
dans des cellules U-87 MG traitées avec 1 mM d'acide valproïque durant différents 
temps. 
Les analyses d'immunobuvardage de la PIMT ont indiqué que son expression était 
significativement augmentée dans les cellules traitées pendant au moins 24 h et que cet 
effet est maintenu jusqu'à 5 jours, en l'occurrence la plus longue période d'incubation 
examinée (figure 3.1). De plus, la capacité d'un second agent anti-épileptique à réguler 
l'expression de la PIMT a également été évaluée. À 100 /lM, la carbamazépine (CBZ) 
stimule l'expression de la PIMT similairement à l'acide valproïque (figure 3.1). 
Toutefois, les concentrations thérapeutiques de CBZ chez l'humain varient entre 17 et 51 
{lM (Shen, Elin et Soldin, 2001). L'expression de l'a-tubuline, utilisée comme un 
contrôle, est restée stable en présence de l'acide valproïque et de CBZ (figure 3.1). 
Ainsi, les résultats démontrent que l'exposition aux cellules à deux anticonvulsivants, 
l'acide valproïque et la carbamazépine, à des concentrations similaires à celles utilisées 
cliniquement, stimule l'expression de la PIMT sur une période de quelques jours. 
37 
3.2 L'acide valproïque stimule l'expression de la PIMT dans deux lignées de tumeurs 
cérébrales 
Les effets de l'augmentation de la concentration de l'acide valproïque sur 
l'expression de la PIMT ont ensuite été étudiés lorsque les cellules ont été incubées avec 
le médicament pendant 24 h. Des cellules de neuroblastome humain SH-SY5Y en plus 
des cellules d'astrocytome humain U-87MG ont été employées comme modèles 
cellulaires dans le but d'étudier l'induction de l'expression de la PIMT par l'acide 
valproïque, car ce médicament a des applications thérapeutiques dans des maladies 
neurologiques telles que le trouble de l'humeur et surtout l'épilepsie. L'induction 
maximale de l'expression de la PIMT par l'acide valproïque est d'environ 2 fois par 
rapport au contrôle et a été atteint avec une concentration de 5 mM avec les cellules U­
87 MG (figure 3.2A) et de 1 mM avec les SH-SY5Y (figure 3.2B). L'expression Ci­
tubuline n'a pas été affectée dans ces conditions (figure 3.2A et B). Ainsi, l'acide 
valproïque stimule l'expression de la PIMT dans deux lignées de cellules cérébrales 
humaines établissant un lien clair entre les traitements avec l'acide valproïque et 
l'expression de la PIMT. 
3.3 L'acide	 valproïque augmente l'activité méthyltransférase dans les U-87MG et 
les SH-SY5Y 
Pour confinner l'induction de l'expression de la PIMT par l'acide valproïque, son 
activité enzymatique a été évaluée suite à un traitement avec le médicament. L'activité 
de la PIMT a été détenninée en utilisant un essai de carboxylméthylation effectué en 
présence du substrat DSIP-isoD, un peptide synthétique portant un résidu L-isoaspartyl 
dans sa séquence. Les résultats démontrent que le traitement des cellules avec l'acide 
valproïque augmente significativement de 2 fois l'activité de la PIMT par rapport aux 
cellules non traitées dans les deux lignées de cellules, les astrocytomes U-87 MG et les 
neuroblastomes SH-SY5Y (figure 3.3). Ainsi, l'augmentation similaire de l'expression 
et de l'activité de la PIMT par l'acide valproïque démontrent que l'enzyme induite est 
également fonctionnelle. 
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3.4 L'induction	 de l'expression de la PllvIT par l'acide valproïque est régie par la 
voie de signalisation ERK. 
Nous avons ensuite étudié les mécanismes moléculaires responsables de l'induction 
de la PllvIT par l'acide valproïque. D'une part, parmi ses nombreux ~ mécanismes 
d'action, il a été démontré que l'acide valproïque module différentes cascades de 
signalisation notamment la voie de ERK. Par exemple, des études ont montré que l'acide 
valproïque augmente la phosphorylation de ERKI/2 dans le cortex préfrontal et 
l'hippocampe chez le rat (Einat et al., 2003; Rao et al., 2004) ainsi que dans des cellules 
en culture (Yuan et al., 2001; Michaelis et al., 2005; Michaelis et al., 2006). Ainsi, nous 
avons donc examiné si l'induction de la PllvIT par l'acide valproïque est contrôlée par la 
phosphorylation de ERKI/2 dans les cellules U-87 MG. 
Comme on pouvait s'y attendre, les traitements avec 5 mM d'acide valproïque 
pendant 24 h augmentent significativement l'expression de la PllvIT d'environ 2 fois 
(figures 3.4A, B, C et D). De plus, la phosphorylation de ERK-l (Thr202/Tyr204) et 
ERK-2 (Thr185/Tyr187) a aussi été significativement induite de 1,7 et 2 fois dans ces 
conditions (figure 3.4A, B, C et D). Ces observations suggèrent donc que la voie de 
signalisation de ERK1I2 peut être un mécanisme par lequel l'acide valproïque augmente 
l'expression de la PllvIT. Par conséquent, nous avons testé différents inhibiteurs contre 
les kinases clés qui régulent ou participant à la voie de signalisation de ERK dans les 
cellules traitées avec l'acide valproïque. 
Dans ces expériences, les cellules U-87 MG ont été traitées avec 5 mM d'acide 
valproïque durant 24 h en présence ou absence d'inhibiteurs contre Src, c-Raf, MEKI/2 
et ERKI/2 et leurs effets ont été suivis avec les niveaux de phosphorylation de ERKI/2. 
L'activation de la sérine/thréonine kinase c-Raf requiert son ancrage à la membrane par 
Ras où elle est phosphorylée par les diverses kinases y compris la tyrosine kinase Src 
(Ziogas, Moelling et Radziwill, 2005). L'inhibition de Src avec le Src kinase inhibitor l, 
qui interagit avec le site de liaison à l'ATP et les sites de liaison peptidiques, empêche 
totalement la stimulation de phospho-ERKl/2 et l'induction de la PllvIT par l'acide 
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valproïque (figure 3.4A). De plus, en absence d'acide valproïque, le Src kinase inhbitor 1 
réduit le niveau de base de phosphorylation de ERKI/2 ainsi que le niveau de PIMT 
(figure 3.4A). Ces résultats montrent que le niveau basal d'expression de la PIMT et 
celui stimulé par l'acide valproïque sont régulés par la kinase Src et pourraient impliquer 
la voie de signalisation de ERK. 
De plus, pour valider si l'induction de l'expression de la PIMT par l'acide valproïque 
dépend de l'activation de la voie de signalisation de ERK, comme en témoigne 
l'augmentation de la phosphorylation de ERKI/2 en présence d'acide valproïque, des 
inhibiteurs sélectifs de c-Raf, MEK1I2 et ERKl/2 ont été ensuite utilisés. Ainsi, les 
cellules ont été pré-traitées avec ZM 336372, un inhibiteur de c-Raf, avec U0126, un 
inhibiteur connu de MEKl/2 et avec ERK activation peptide 1 qui se lie à ERK2 et 
empêche son interaction avec MEK. En effet, les résultats obtenus montrent que tous 
ces inhibiteurs de kinases impliquées dans la cascade de signalisation de ERK bloquent 
de façon significative l'augmentation de phosphorylation de ERKI/2 induite par l'acide 
valproïque (figures 3.4B, Cet D). Parallèlement, l'inhibition de l'activation de la voie de 
ERK par l'acide valproïque est accompagnée par l'inhibition significative de l'induction 
de l'expression de la PIMT par l'acide valproïque (figures 3.4B, C et D). Ainsi, ces 
données soutiennent l'hypothèse que l'acide valproïque stimule l'expression de la PIMT 
via l'activation de la voie de ERK. 
3.5 L'activation de RSKI	 par l'acide valproïque dans les cellules U-87MG et SH­
SY5Y inhibe GSK-3t3 et stimule l'expression de la PIMT 
L'augmentation de l'expression et de la phosphorylation de RSK-l par l'acide 
valproïque peut dépendre de l'activation de la voie de signalisation de ERK. En effet, la 
protéine de 90 kDa, RSK-l, est une sérine/thréonine kinase activée en aval de ERKl/2 et 
est une des principales protéines effectrices pour les multiples effets de transduction de 
cette voie (Carriere et a!., 2008). Lorsque ERKI/2 est activée, RSK-l est phosphorylée 
sur son résidu Thr573 puis sur ceux de Thr359 et Ser363 situés dans la région liant les 
deux domaines kinasiques (Dalby et al., 1998). 
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Un anticorps reconnaissant à la fois les résidus Thr359/Ser363 phosphorylés a donc 
été utilisé pour étudier le lien entre l'activation de la voie ERK par l'acide valproïque et 
l'état de phosphorylation RSK-l. Lorsque les cellules d'astrocytome U-87 MG et de 
neuroblastome SH-SY5Y ont été incubées en présence d'acide valproïque, des niveaux 
similaires et significatifs d'induction d'environ 2 fois de la phosphorylation de ERK1/2 
et la phosphorylation de RSK-1 ont été observés pour les deux lignées cellulaires 
(figures 3.5A et B). Contrairement à l'expression de ERK1/2 qui est demeurée stable, 
celle de RSK-1 a été sensiblement augmentée de 1,6 fois en présence d'acide va1proïque 
dans les deux lignées cellulaires (figures 3.5A et B). 
D'autre part, avec les cellules pré-traitées avec UO 126 pour inhiber MEK1/2, nous 
observons, tel que prévu, une inhibition de l'induction de la phosphorylation de ERK1/2 par 
l'acide va1proïque (figures 3.5A et B). De plus, l'inhibition de MEK1/2 par U0126 empêche 
l'induction de l'expression de RSK-1 stimulée par l'acide va1proïque, mais provoque surtout 
l'abrogation de la phosphorylation RSK-1 à des niveaux près de la moitié de ceux observés 
dans les conditions contrôles (figures 3.5A et B). Par ailleurs, l'induction de l'expression de 
la PIMT par l'acide valproïque a également été partiellement bloquée suite à l'inhibition de 
MEK1/2 dans les cellules de neurob1astomes SH-SY5Y et d'astrocytomes U-87 MG (figures 
3.5A et B). Ensemble, ces résultats suggèrent que l'induction de la PIMT par l'acide 
valproïque se produit via l'activation de la voie de ERK et de son effecteur RSK-1 situé en 
aval. 
Également, l'acide valproïque, via la signalisation de ERK, inhibe GSK-3 et stabilise ~­
caténine. Effectivement, il a récemment été démontré dans notre laboratoire que le traitement 
avec l'acide valproïque ou le lithium durant une heure stimule l'expression de la PIMT. Cette 
augmentation implique l'inhibition de GSK-3~ via sa phosphorylation sur la Ser9 ainsi que 
l'accumulation de la ~-caténine dans les cellules U-87 MG (Lamarre et Desrosiers, 2008). 
D'autres études ont aussi démontré que RSK-l peut phosphoryler GSK-3~ sur la Ser9 in vitro 
(Stambolic et Woodgett, 1994) et que ERK 1/2, via RSK-1, induit également la 
phosphorylation sur la Ser9 de GSK-3~ (Ding et al., 2005). Ces résultats suggèrent ainsi que 
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l'induction de la PIMT par l'acide valproïque, via l'inhibition de GSK-3 et l'accumulation de 
la ~-caténine, peut être due à l'activation de la voie de ERK. 
Afin d'obtenir de plus amples informations sur les mécanismes moléculaires régissant 
l'augmentation de l'expression de la PIMT par le médicament, nous avons utilisé un 
anticorps contre la forme phosphorylée de GSK-3~ (Ser9) pour suivre son état 
d'inhibition. L'incubation des cellules U-87 MG avec l'acide valproïque, 5 mM pour 24 
h, stimule significativement la phosphorylation de GSK-3~ sur la Ser9 de 2,7 fois et 
entraîne une accumulation importante de la ~-caténine de 1,8 fois (figure 3.5A), ce qui 
est en accord avec les résultats antérieurs obtenus (Lamarre et Desrosiers, 2008). De 
plus, des résultats similaires ont été observés pour la phosphorylation de GSK-3~ sur la 
Ser9 et pour les niveaux d'expression de la ~-caténine dans les cellules de 
neuroblastomes SH-SY5Y traitées avec l'acide valproïque (figure 3.5B). Parallèlement, 
les niveaux de phosphorylation de GSK-3~ et d'expression de ~-caténine ont été 
significativement diminués (figures 3.5A et B) lorsque les deux lignées cellulaires ont 
été pré-incubées avec l'inhibiteur de MEKI/2, le U0126, et ensuite traités avec l'acide 
valproïque. Ces résultats appuie l'hypothèse que l'induction de l'expression de la PIMT 
par l'acide valproïque est dépendante de GSK-3~/~-caténine, elle même contrôlée par 
l'activation de RSK-l via ERKI/2. 
3.6 L'induction	 de l'expression de la PIMT par l'acide valproïque vIa GSK-3~/~­
caténine requiert RSK-l. 
Ayant démontré que la stimulation de l'expression de la PIMT par l'acide valproïque 
est dépendante de l'activation de ERKl/2 et RSK-I (figure 3.5), nous avons décidé 
d'évaluer plus précisément la contribution de RSK-l dans la régulation de la PIMT. 
D'une part, les cellules U-87 MG ont été transfectées avec différents ARN interférants 
contre l'ARNm de RSK-là 20 nM pendant 48 h dans le but d'identifier le plus efficace. 
L'analyse densitométrique des immunobuvardage a démontré que tous les siRNA testés 
réduisent les niveaux protéiniques de RSK-I et que le siRNA # 3 est le plus efficace 
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avec une inhibition de 66% (figure 3.6A). Aucun effet n'a été observé sur RSK-l avec le 
contrôle siRNA (figure 3.6A). 
Ensuite, les cellules d'astrocytomes U-87 MG et de neuroblastomes SH-SY5Y ont été 
traitées ou non avec le meilleur siRNA contre RSK-l et la capacité de l'acide valproïque 
à réguler la voie de GSK-3 W~-caténine et la PIMT a été analysée. Les analyses montrent 
qu'un traitement avec le siRNA bloque l'augmentation de l'expression et de la 
phosphorylation de RSK-l habituellement observée en présence d'acide valproïque 
(figures 3.6B et C). En plus, dans ces même conditions, l'augmentation de la 
phosphorylation de GSK-3~ et l'accumulation de la ~-caténine observées en présence 
d'acide valproïque ont été aussi fortement inhibées (figures 3.6B et C). En l'occurrence, 
l'induction de la PIMT par le médicament a également été bloquée dans les deux lignées 
de cellules (figures 3.6B et C). Ainsi, ces données confirment que l'acide valproïque 
, requiert RSK-l pour réguler la voie de GSK-W/~-caténineet pour stimuler l'expression 
de la PIMT. 
Par la suite, nous avons étudié la contribution de la RSK-l sur le niveau de base de 
l'expression de la PIMT. Lorsque les cellules d'astrocytomes U-87 MG et de 
neuroblastomes SH-SY5Y ont été traitées avec un siRNA contre RSK-l, les niveaux 
d'expression de la PIMT ont été réduits respectivement de 35% et à 43% (figures 3,6B et 
C). Ces résultats démontrent que RSK-l joue un rôle clé dans la stimulation 
d'expression de la PIMT par l'acide valproïque, mais également dans sa régulation en 
absence d'acide valproïque. 
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Figure 3.1 Cinétique de l'expression de la PIMT en présence d'une concentration 
thérapeutique d'acide valproïque. Les cellules U-87 MG ont été incubées avec ou sans 
(Ctl) 1 mM VPA et 100 !LM CBZ pour différentes périodes de temps. L'expression de la 
PIMT et de l'a-tubuline des lysats cellulaires a été analysée par SDS-PAGE et 
immunobuvardage de type western. L'histogramme représente l'expression de la PIMT dans 
les cellules traitées avec VPA et CBZ par rapport à l'expression de la PIMT dans les cellules 
non traitées, calculée suite à l'analyse densitométrique des protéines immunodétectées. 
Chaque colonne représente la moyenne ± l'écart type de trois expériences indépendantes. Le 
student's t test indique les valeurs significativement différentes (*p < 0.05) des cellules 
contrôles pour la même période d'incubation. 
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Figure 3.2 L'acide valproïque stimule l'expression de la PIMT dans deux lignées de 
tumeurs cérébrales humaines. Les cellules U-87 MG (A) et les cellules SH-SY5Y (B) ont 
été incubées avec les concentrations de VPA indiquées durant 24 h. Les protéines ont été 
soumises à une électrophorèse SDS-PAGE et l'expression de la PIJv1T et de l'et-tubuline ont 
été analysées par immunobuvardage de type Western. Les histogrammmes représentent le 
ratio du niveau de PIJv1T dans les cellules traitées par rapport à celui dans les cellules 
témoins, calculés par analyse densitométrique. Chaque colonne représente la moyenne ± 
l'écart type de trois expériences indépendantes. L'analyse One-way ANOVA suivi du test de 
Bonferroni indique les valeurs significativement différentes (# p < 0.05) de celles mesurées 
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Figure 3.3 L'acide valproïque augmente l'activité méthyltransférase dans les U-87MG 
et les SH-SY5Y. Les lysats des cellules traitées avec 5 mM VPA durant 24 h et des cellules 
contrôles (Ctl) ont été utilisés pour mesurer l'activité de la PIMT. L'incorporation de 
groupements méthyles de l'eH]AdoMet dans le substrat DSIP-isoD a été mesurée par la 
méthode de diffusion du méthanol radioactif. Ces résultats sont représentatifs de trois essais 
effectués en triplicata et chaque colonne représente la moyenne ± SEM. Le student t test 
indique les valeurs significativement différentes (* p < 0.05) des cellules contrôles pour la 
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Figure 3.4 L'induction de l'expression de la PIMT par l'acide valproïque est 
dépendante de la voie de signalisation ERK. Les cellules U-87 MG ont été pré-incubées 
durant 1 h avec 1 ou la /lM de Src kinase inhibitor 1 (A), ZM 336372 (B), ua 126 (C) et ERK 
activation inhibitor peptide 1 (D). Le véhicule, DMSO, a été utilisé comme contrôle dans les 
cellules non traitées. Les cellules ont ensuite été incubées avec ou sans 5 mM VPA pour 24 h. 
Les cellules ont été lysées et les protéines ont été soumises à une électrophorèse SDS-PAGE. 
L'expression de ERKI/2 phosphorylé (p-ERK1I2), de ERK1I2 et de la PIMT a été analysée 
par immunobuvardage de type western. Les histogrammmes représentent le ratio des niveaux 
des protéines des cellules traitées par rapport aux cellules contrôles, calculé par analyse 
densitométrique. Les deux isofonnes phosphorylées de ERK ont été considérées comme une 
pour les analyses densitométriques. Chaque colo1U1e représente la moye1U1e ± l'écart type de 
trois expériences indépendantes. Le student t test indique les valeurs significativement 
différentes (* p < 0.05) des cellules traitées avec VPA par rapport aux cellules contrôles pour 
la même période d'incubation. L'analyse One-way ANOVA suivi du test de Bonferroni 
indique les valeurs significativement différentes par rapport aux cellules traitées avec VPA 
seulement (# p < 0.05) ou des cellules non traitées (+ p < 0.05). 
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Figure 3.5 L'activation de RSKI par l'acide valproïque dans les cellules U-87MG et SH­
SY5Y inhibe GSK-3{3 et stimule l'expression de la PIMT. Les cellules U-87 MG (A) et les 
cellules SH-SY5Y (B) ont été pré-incubées avec 1 ou 10 flM U0126 pendant 1 h pour inhiber 
l'activité de la kinase MEK 112. Le véhicule DMSO a été ajouté aux cellules contrôles. Les 
cellules ont ensuite été traitées avec ou sans 5 mM VPA pour 24 h. Les cellules ont été lysées 
et les protéines ont été séparées par SDS-PAGE. Après le transfert, les membranes PVDF ont 
été incubées avec les différents anticorps pour immunodétecter ERK 112 phosphorylé (p­
ERK1I2), ERK1I2, RSK-1 phosphorylée (p-RSK-1), RSK-1, GSK-3{3 phosphorylées (p­
GSK-3{3), GSK-3cJ{3, {3-caténine et la PIMT. Les histogrammes représentent le ratio des 
niveaux des protéines des cellules traitées par rapport aux cellules contrôles, calculés par 
analyse densitométrique. Les deux isoformes phosphorylées de ERK ont été considérées 
comme une seule pour les analyses densitométriques. Chaque colonne représente la moyenne 
± l'écart type de trois expériences indépendantes. Le student t test indique les valeurs 
significativement différentes (* p < 0.05) des cellules traitées avec VPA par rapport aux 
cellules contrôles pour la même période d'incubation. L'analyse One-way ANOVA suivie du 
test de Bonferroni indique les valeurs significativement différentes (# p < 0.05) des cellules 
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Figure 3.6 L'induction de l'expression de la PIMT par l'acide valproïque via GSK-3p/p­
caténine requiert RSK-l. (A) Les cellules U-87 MG ont été transfectées avec quatres 
différents ARN interférents dirigés contre RSK-l ou avec un ARN interférent contrôle 
négatif (Ctl siRNA) à la concentration de 20 nM durant 48 h. Les cellules contrôles ont été 
maintenues en présence de lipofectamine. Lorsque les cellules ont été traitées avec le contrôle 
siRNA (fluorescein conjugate)-A, l'efficacité de transfection était d'environ 80%. Les lysats 
cellulaires ont été analysés par immunobuvardage de type Western avec un anticorps contre 
RSK-l. Ensuite, les cellules U-87 MG (B) et SH-SY5Y (C) ont été incubées avec 20 nM 
siRNA # 3 contre RSK-l ou un siRNA contrôle négatif pendant 48 h. De la lipofectamine a 
été ajoutée aux cellules contrôles. Puis, les cellules ont été traitées avec ou sans 5 mM VPA 
durant 24 h. Les protéines des lysats cellulaires ont été séparées par SDS-PAGE et 
l'expression de RSK-l phosphorylé (p-RSK-l), RSK-l, GSK-3{J phosphorylé (p-GSK-3{J), 
GSK-3a1{J, {J-catenin et la PIMT a été analysée par immunobuvardage de type Western. Les 
histogrammes représentent le ratio des niveaux des protéines des cellules traitées par rapport 
aux cellules contrôles, calculé par analyse densitométrique. Les cellules incubées avec la 
lipofectamine ont servie de contrôle pour celles traitées avec VPA et les cellules incubées 
avec le 'contrôle siRNA ont été utilisées comme contrôle pour les cellules traitées avec le 
siRNA contre RSK-l. Chaque colonne représente la moyenne ± l'écart type de trois 
expériences indépendantes. Le student t test indique les valeurs significativement différentes 
des cellules traitées avec le siRNA contre RSK-l plus VPA de celles des cellules traitées 
avec VPA seulement (# p < 0.05) pour la même période d'incubation. L'analyse One-way 
ANOVA suivit du test de Bonferroni indique les valeurs significativement différentes des 
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Figure 3.7 Représentation schématique des voies de signalisation responsable de 
l'induction de la PIMT par l'acide valproïque. L'activation de la voie de signalisation de 
ERK par VPA conduit à une augmentation de l'expression de RSK-l et de sa 
phosphorylation au niveau des résidus Thr359/Ser363. La stimulation de RSK-l inhibe GSK­
3{3 via sa phosphorylation sur la Ser9, ce qui favorise l'accumulation de la {3-caténine. Ainsi, 
la {3-caténine migre au noyau cellulaire et induit l'expression de la PIMT via la régulation de 
sa transcription. Ce modèle est construit selon les résultats précédemment publiés dans notre 
laboratoire et ceux de la présente étude qui démontrent l'inhibition de l'expression de la 
PIMT stimulée par VPA obtenue avec des inhibiteurs directs contre les kinases Src, c-Raf, 
MEK1I2 et ERK1I2 ainsi qu'avec des siRNA contre RSK-l et {3-caténine. Alternativement, 
l'inhibition de GSK-3 par des inhibiteurs pharmacologiques comme le lithium stimule 
l'expression de la PIMT mimant la phosphorylation de GSK-3 dépendante de RSK-l. 
CHAPITRE IV 
DISCUSSION 
La principale fonction connue de la PIMT est de réparer les protéines anormales 
ayant des résidus L-isoaspartyls comme il a été démontré pour le collagène de type l 
isolé de rats âgés (Lanthier et Desrosiers, 2004). En plus de s'accumuler avec l'âge, ces 
protéines anonnales sont également associées à différents troubles neurologiques, ce qui 
suggère que la PIMT pourrait jouer un rôle essentiel dans diverses pathologies humaines 
telles la maladie d'Alzheimer (Shimizu et al, 2000), les tumeurs cérébrales (Lapointe et 
al, 2005) et l'épilepsie (Kim et al, 1997; Yamamoto, Takagi et Kitamura, J998; Lanthier 
et al, 2002). Par exemple, il a été rapporté dans notre laboratoire que les niveaux 
d'expression de la PIMT sont réduits d'au moins 50% dans les astrocytomes humains 
(Lapointe et al, 2005) et dans l'hippocampe de patients atteints d'épilepsie du lobe 
temporal (Lanthier et al, 2002). Ces données suggèrent donc qu'une déficience de PIMT 
pourrait favoriser l'accumulation de protéines anormales avec des résidus L-isoaspartyl 
qui pourraient, notamment, contribuer à l'étiologie ou à la progression de l'épilepsie. La 
pertinence de la fonction de la PIMT dans le cerveau est bien illustrée avec les souris 
déficientes pour la PIMT qui accumulent fortement les protéines avec des résidus L­
isoaspartyls dans les fractions cytosoliques du cerveau (Kim et al., 1997) et meurent de 
crises tonico-c1oniques (Kim et al., 1997; Yamamoto, Takagi et Kitamura, 1998). 
Ensemble, ces résultats illustrent ainsi l'importance d'étudier davantage les mécanismes 
moléculaires qUi participent à la régulation de la PIMT, ce qui aidera à mieux 
comprendre son rôle dans l'épilepsie et probablement dans d'autres maladies 
neurologiques. 
Récemment, il a été constaté dans notre laboratoire qu'un traitement de 1 h à des 
concentrations thérapeutiques d'acide valproïque et de lithium, deux médicaments 
possédant des propriétés pour stabiliser l'humeur, stimulent l'expression de la PIMT 
dans les cellules d'astrocytomes U-87 MG (Lamarre et Desrosiers, 2008). Ici, nous 
démontrons que l'expression et l'activité enzymatique de la PIMT sont augmentées par 
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l'acide valproïque dans deux lignées cellulaires de cerveau humain, les astrocytomes U­
87 MG et les neuroblastomes SH-SY5Y. L'induction de l'expression de la PIMT est 
dépendante à la fois des concentrations et du temps d'incubation en présence d'acide 
valproïque. L'expression de la PIMT est aussi augmentée par CBZ, un autre 
anticonvulsivant. La figure 3.7 résume les voies de signalisation démontrées dans cette 
étude ainsi que celles précédemment identifiés (Lamarre et Desrosiers, 2008) activées 
par l'acide valproïque et stimulant l'expression de la PIMT. Donc, nous démontrons 
dans cette étude que l'acide valproïque active ERKI/2 par l'intermédiaire de sa 
phosphorylation sur la Thr202/Tyr204 et la Thr 185/Tyrl87 respectivement dans deux 
lignées de cellules cérébrales, les U-87 MG et les SH-SY5Y. Les inhibiteurs dirigés 
contre Src, c-Raf, MEKl/2 et ERKl/2 suppriment l'activation de ERKl/2 par l'acide 
valproïque ce qui bloque l'induction de la PIMT par le médicament. En outre, 
l'inhibition de MEKI/2 avec UOl26 en co-traitement avec l'acide valproïque empêche 
l'augmentation de la phosphorylation de RSK-l sur la Thr359/Ser363 et de GSK-3p sur 
la Ser9 ainsi que l'augmentation de l'expression de RSK-l, de p-caténine et de la PIMT. 
De plus, les traitements avec un siRNA contre RSK-I bloquent l'augmentation de 
l'expression de RSK-l, p-caténine et de la PIMT ainsi que l'augmentation de la 
phosphorylation de RSK-l sur les résidus Thr359/Ser363 et de GSK-3(3 sur la Ser9 
induite par l'acide valproïque. Précédemment, il a été démontré dans notre laboratoire 
que l'inhibition pharmacologique de GSK-3 qui conduit à l'accumulation de la (3­
caténine augmente subséquemment l'expression de la PIMT, puisque la dégradation 
protéosomale de la (3-caténine qui se produit suite à sa phosphorylation par GSK-3 est 
bloquée (Lamarre et Desrosiers, 2008). En outre, il a aussi été démontré que l'inhibition 
de la i3-caténine par ARN interférant inhibe l'expression de la PIMT en présence ou en 
absence d'acide valproïque et de lithium (Lamarre et Desrosiers, 2008). Ainsi, nos 
résultats montrent que l'induction de la PIMT par l'acide valproïque dépend de 
l'activation de la voie de signalisation de ERKI/2, où son effecteur RSK-I est un 
médiateur important, car il est responsable de l'inactivation de GSK-3 ainsi que de la 
stabilisation de la (3-caténine. 
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La capacité de l'acide valproïque à activer la voie de signalisation de ERK dans les 
cellules d'astrocytomes et de neuroblastomes est en accord avec les travaux précédents 
montrant des réponses similaires dans le cortex préfrontal et l'hippocampe chez le rat 
(Einat et a!., 2003; Hao et a!., 2004), dans les cellules de neuroblastome SH-SY5Y 
(Yuan et al., 2001), dans les cellules épithéliales pigmentées de la rétine (Michaelis et 
al., 2005) et dans les cellules endothéliales (Michaelis et al., 2006). Toutefois, les 
mécanismes moléculaires en amont conduisant à l'activation de la voie de ERK par 
l'acide valproïque demeurent incompris. Dans cette étude, nous avons constaté que 
l'inhibition de Src supprime totalement l'augmentation de la phosphorylation de ERKlI2 
et l'expression de la PIMT provoqués par l'acide valproïque. Ainsi, ces données sont en 
accord avec l'hypothèse que l'activation des deux processus pourrait être contrôlée par la 
kinase Src. La famille de protéin-tyrosine kinases non-récepteurs Src est largement 
exprimée dans les neurones et joue un rôle essentiel dans la plasticité synaptique (Kalia, 
Gingrich et Salter, 2004). La kinase Src est nécessaire à l'activation de c-Raf par sa 
phosphorylation sur la Tyr341 (Mason et al., 1999) permettant l'activation de la voie de 
signalisation de ERK. Ainsi, afin de mieux comprendre les mécanismes d'action de 
l'acide valproïque au cours du traitement de l'épilepsie et au niveau de l'induction dela 
PIMT, il serait pertinent d'enquêter dans des expériences futures comment ce 
médicament affecte la kinase Src, tel son état de phosphorylation sur les résidus Tyr416 
et Tyr527, son recrutement et son association avec des protéines membranaires ainsi que 
ses interactions protéiniques au niveau de complexes de signalisation. 
L'ajout de l'acide valproïque aux cellules U-S7 MG et SH-SY5Y entraîne une 
augmentation de phosphorylation de RSK-1 qui coïncide avec celle de ERK1I2. Ces 
inductions sont néanmoins bloquées avec l'inhibition de MEK 112 par UO 126, ce qui est 
en accord avec la phosphorylation de RSK-1 qui est dépendante de ERK (Carriere et al., 
200S). De plus, des augmentations similaires et significatives, d'environ 2 fois des 
niveaux d'expression et de phosphorylation de RSK-1 sur les résidus Thr359/Ser363 
sont observées en présence d'acide valproïque. Ces résultats suggèrent que 
l'augmentation de la phosphOly1ation de RSK-1, via l'activation de ERK, dans les 
cellules traitées avec l'acide valproïque reflète probablement l'abondance accrue de 
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RSK-l. D'ailleurs, plusieurs autres mécanismes pourraient expliquer l'accumulation de 
RSK-l induit par l'acide valproïque tels que l'augmentation de la transcription ou de la 
transduction de l'ARNm ou une plus grande stabilité de la protéine ou de l'ARNm. 
Toutefois, les mécanismes d'action exacts activés par l'acide valproïque étant 
responsables de l'accumulation de RSK-l restent à investiguer. 
Néanmoins, les résultas montrent que l'induction de la PIMT par l'acide valproïque 
implique l'activité de RSK puisque l'effet du médicament est bloqué suite à l'inhibition 
de RSK-1 par ARN interférant. De plus, le niveau basal de PIMT est également diminué 
respectivement de 35% et 43% dans les cellules U-87 MG et SH-SY5Y traitées avec le 
siRNA contre RSK-1 pendant 48 h. Ensemble, ces données soutiennent l'hypothèse que 
RSK-1 est un régulateur clé de l'expression de la PIMT en condition basale et en 
réponse à l'acide valproïque. Les différentes isoformes de RSK sont activées par une 
multitude de molécules de signalisation extracellulaire tels que les facteurs de 
croissance, les hormones peptidiques, les neurotransmetteurs ainsi que par d'autres 
stimuli (Fr6din et Gammeltoft, 1999; Carriere et al., 2008). Toutefois, la principale 
kinase située en amont et responsable de l'activation de RSK demeure ERKl/2. De ce 
fait, nous avons démontré que RSK-1 est l'un des principaux effecteurs en aval de 
l'activation de ERKl/2 suite au traitement d'acide valproïque et ce dernier est requis 
pour l'induction de l'expression de la PllvIT. Les membres de la famille des RSK sont 
impliqués dans une multitude de processus biologiques, y compris la régulation du cycle 
cellulaire, la survie cellulaire, la signalisation nucléaire et la transcription des gènes. En 
plus des facteurs de transcription qui sont des substrats de RSK, la régulation de 
l'expression des gènes par RSK peut également se produire indirectement par 
l'intermédiaire de la phosphorylation et l'inhibition de GSK-3, ce qui favorise 
l'accumulation nucléaire de la /3-caténine (Stambolic et Woodgett, 1994; Ding et al., 
2005). Conséquemment, il a été démontré dans notre laboratoire que l'induction de 
l'ARNm de la PIMT par l'acide valproïque est abolie par l'actinomycine D (Lamarre et 
Desrosiers, 2008), ce qui suggère que la transcription du gène de la PIMT est induite par 
le médicament. Ici, nous démontrons que RSK-1 est donc une kinase pivot dans 
l'induction de l'expression de la PllvIT en réponse à l'acide valproïque. Effectivement, 
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suite à l'inhibition de RSK-I par ARN interférant, nos résultats montrent clairement 
qu'il existe un lien entre la voie de ERK et la voie de GSK-3/~-caténine pour stimuler 
l'expression de la PIMT suite au traitement avec le médicament anti-épileptique acide 
valproïque. 
En plus d'être l'un des anticonvulsivants le plus fréquemment prescrit, l'acide 
valproïque est également utilisé pour le traitement de plusieurs affections neurologiques 
non-épileptiques comme la douleur neuropathique, la migraine ainsi que les troubles 
psychiatriques, y compris l'anxiété, la schizophrénie et le trouble bipolaire (Bowden, 
2007). Suite à nos résultats démontrant la stimulation de la voie de ERK et la voie de 
GSK-3/~-caténine (Lamarre et Desrosiers, 2008) par l'acide valproïque, on peut postuler 
que la modulation de ces voies de signalisation par l'acide valproïque stimule 
probablement l'expression de la protéine de réparation PIMT dans les différents troubles 
psychiatriques où ce médicament anti-épileptique est utilisé. Cela est corroboré par les 
constatations qu'à la fois l'acide valproïque et le lithium, employés comme stabilisateurs 
d'humeur pour traiter le trouble bipolaire, augmentent l'expression de la PIMT (Lamarre 
et Desrosiers, 2008). En revanche, il pourrait être pertinent d'étudier si l'expression de la 
PIMT est réduite chez des patients souffrant de divers troubles psychiatriques en plus de 
l'épilepsie (Lanthier et al., 2002). Cela ouvre de nouvelles voies de recherche pour 
étudier la dérégulation des mécanismes biochimiques qui sont impliqués dans différents 
troubles psychiatriques. En raison du fait que la PIMT joue un rôle essentiel à travers la 
réparation des protéines endommagées au niveau des résidus L-isoaspartyls et qu'elle est 
le plus fortement exprimée dans le cerveau, des études supplémentaires seraient 
nécessaires pour identifier des substrats de la PIMT dans les désordres psychiatriques ou 
dans des maladies neurologiques comme l'épilepsie et les désordres bipolaires qui sont 
traités avec l'acide valproïque. Les protéines altérées pourraient contribuer au 
développement de ces différents troubles psychiatriques ou de maladies neurologiques. 
Leur identification favoriserait la compréhension des mécanismes d'action de la PIMT 
suite à son induction par le traitement avec l'acide valproïque. 
CONCLUSION
 
La protéine L-isoaspartate (D-aspartate) méthyltransférase est une enzyme de 
réparation des protéines endommagées qui, comme son nom l'indique, permet le 
transfert d'un groupement méthyle sur un résidu L-isoaspartate. Au cours du 
vieillissement, les protéines ont tendance à accumuler davantage de tels dommages, de 
sorte que le rôle de la PIMT devient fondamental avec le temps. Par ailleurs, de 
nombreuses études ont démontré l'implication de cette protéine dans plusieurs maladies 
neurologiques et ont ainsi illustré l'importance de cette protéine dans la cellule. Il 
devient donc essentiel d'identifier les voies de signalisation qui régissent les fonctions de 
cette protéine. À cet effet, notre étude a permis d'établir un lien entre la voie de ERK et 
la PIMT. Ainsi, nous avons démontré que l'inhibition de la voie de ERK avec différents 
inhibiteurs pharmacologiques bloque significativement l'augmentation de l'expression 
de la PIMT par l'acide valproïque dans deux lignées de cellules cérébrales, les 
astrocytomes U-87 et les neuroblastomes SH-SY5Y. De plus, l'augmentation de la 
PIMT par l'acide valproïque est abrogée par un ARN interférent contre RSK-l et dans 
ces conditions, l'induction de phospho- GSK-3,6 et ,6-caténine est inhibée. Ainsi, nos 
résultats démontrent que l'induction de l'expression de la PIMT par l'acide valproïque 
requiert l'activation de la voie de ERKl/2 incluant RSK-l qui est responsable de 
l'inactivation de GSK-3 et en occurrence, la stabilisation de la ,6-caténine. On peut donc 
postuler que la modulation de ces voies de signalisation par l'acide valproïque stimule 
probablement l'expression de la protéine de réparation PIMT dans les différents troubles 
psychiatriques où ce médicament anti-épileptique est utilisé. Somme toute, cette 
nouvelle voie de signalisation régulant l'expression de la PIMT ouvre la porte à de 
nouvelles hypothèses, à savoir si la réparation des protéines endommagées par la PIMT, 
via la cascade de signalisation ERKIRSK-l/GSK-3,6/,6-caténine, est impliquée dans 
d'autres processus cellulaire ou dans d'autres troubles neurologiques. 
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